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Os processos inflamatórios induzem alterações marcadas do metabolismo das 
lipoproteínas plasmáticas e estas, por sua vez, regulam as reacções imunitárias. 
Dadas as muitas relações existentes entre imunidade inata e adquirida e o 
metabolismo das lipoproteínas, investigámos neste trabalho a sua possível relevância 
para a compreensão da Esclerose Múltipla (EM), uma doença neuroinflamatória e 
neurodegenrativa do Sistema Nervoso Central (SNC). 
Como será evidente ao longo da nossa exposição, consideramos também que 
ao tomarmos esta doença como modelo de investigação para estas interacções, 
poderemos também obter informação importante sobre as bases bioquímicas de 
mecanismos fisiopatológicos relevantes para muitas outras entidades patológicas. 
Dividiu-se esta dissertação nas seguintes partes e capítulos: 
 
PARTE I – INTRODUÇÃO 
Capítulo I. Introdução 
Neste capítulo faz-se uma breve definição da Esclerose Múltipla, dos seus 
mecanismos patogénicos, apresentação clínica, diagnóstico e tratamento. 
Capítulo 2. Inflamação e Esclerose Múltipla 
Apresentam-se alguns marcadores inflamatórios e as suas relações com EM 
detalhando aqueles com relevância para a discussão deste trabalho  
Capítulo 3. Lipoproteínas e EM 
Neste local são revistas as relações do metabolismo lipoproteico com os 
processos inflamatórios e a sua possível relevância para a EM 








Com base na revisão efectuada neste capítulo são apresentados os objectivos 
deste trabalho. 
PARTE II - MATERIAL E MÉTODOS 
Neste é caracterizada a população estudada, os parâmetros determinados, e 
metodologia laboratorial utilizada, e métodos estatísticos usados. 
 
PARTE III – RESULTADOS 
Os resultados obtidos e publicados são aqui apresentados  
 
PARTE IV – DISCUSSÃO  
Neste local efectuamos uma discussão geral dos resultados 
 
Parte V - SÍNTESE E CONCLUSÃO 
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Patologia e Clínica da Esclerose Múltipla: Breves Conceitos Básicos 
A esclerose múltipla é a doença desmielinizante mais frequente do Sistema 
Nervoso Central (SNC) e uma das causas mais comuns de incapacidade neurológica 
em adultos jovens.  
A doença começa por ser diagnosticada no início do século XIX, mas só teve 
reconhecimento como entidade nosológica independente, em neurologia, com 
Carswell e Curveilhier, que descreveram, em 1841, algumas das características 
patológicas da esclerose múltipla (Hickey,1999).(2) 
As primeiras correlações anatomo-clínicas devem-se a Jean Martin Charcot 
(1868), tendo sido um dos seus colaboradores, Vulpian, quem introduziu o termo 
“esclerose em placas” (3) 
As primeiras descrições nos Estados Unidos da América, devem-se a Edward 
Seguin, o qual a denominou “esclerose múltipla”.(4, 5) 
Uma das primeiras sociedades dedicadas a esta patologia surgiu, em 1946, 
nos Estados Unidos, a National Multiple Sclerosis Society (NMSS). Mais tarde, 
facilitando a comunicação e investigação, surgiram o ECTRIMS (European Commitee 
for Treatment and Research in Multiple Sclerosis) em 1982 e, em 1996, o ACTRIMS 
(American Commitee for Treatment and Research in Multiple Sclerosis). 
Epidemiologia: Aspectos Ambientais e Genéticos 
A Esclerose Múltipla (EM) é considerada a patologia neurológica crónica mais 
comum em adultos jovens na Europa e América do Norte. 
É mais frequente no Norte da Europa, mais precisamente, no Sul da 
Escandinávia, Norte da Alemanha e Reino Unido, assim como em algumas zonas de 
Itália (Sardenha).(6, 7) 
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Nas restantes zonas do mundo, encontra-se onde houve povoamento por 
europeus do norte, sendo que destes, um por mil irá desenvolver EM até ao fim da 
vida, sendo posta a hipótese de ser o “Mal de Odin”, doença transmitida pelas 
invasões vikings.(8) 
Em Portugal, a prevalência de EM não é conhecida com precisão mas estima-
se entre os 50 a 100 casos por 100.000, valores idênticos aos da Espanha e Sul de 
França (9) 
Os dados fornecidos pelos estudos de migrações mostram que o 
desenvolvimento da doença nos indivíduos pertencentes a uma população de grande 
prevalência depende da idade em que se fez a migração. 
O risco de desenvolver esta doença passa a ser semelhante ao da população 
para onde migram se o fizerem antes dos 15 anos de idade. Se a migração ocorre 
mais tarde, o risco mantém-se igual ao da população de origem(10). Estes dados 
indicam a importância de factores ambientais com efeitos nos períodos iniciais do 
desenvolvimento (até cerca da puberdade) do indivíduo. Entre aqueles atribui-se 
actualmente importância a uma deficiência em vitamina D, nomeadamente pela 
reduzida exposição aos raios ultravioleta com o aumento das latitudes e, 
possivelmente, pela infecção pelo vírus Epstein Barr.(11-14) No entanto, esses 
poderão interagir com aspectos nutricionais (eventualmente também fontes de 
vitamina D) e outros agentes infecciosos(15) O hábito tabágico também poderá ser um 
factor de risco. 
A EM afecta quase todas as idades, mas a maioria dos pacientes desenvolve a 
doença entre os 18 e 50 anos. Há um predomínio do sexo feminino na EM com surtos- 
remissão mas não na doença primária progressiva, em que poderá haver ligeira 
predominância masculina. Este ponto levanta só por si, no que diz respeito à forma de 
surtos remissão, a implicação de factores genéticos, invocando a modulação do 
sistema imunitário pelas hormonas sexuais. (16). Outras doenças com mecanismos 
auto-imunes (lúpus eritematoso disseminado, artrite reumatóide) apresentam mais 
prevalência no sexo feminino. Na verdade, o factor de risco genético mais aceite de 
susceptibilidade para a EM está ligado ao sistema imunitário e é conferido pelo 
complexo major de histocompatibilidade HLA-DRB 1. Contudo a sua presença não 
explica só por si a frequência da doença nalgumas populações (17), (18). Muitos 
outros factores genéticos (como sugerido pelos estudos de incidência familiar) e de 
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índole étnica poderão favorecer o desenvolvimento da doença por interacção com 
factores ambientais particulares. Em síntese, a EM será devida a uma complexa, e 
ainda não completamente esclarecida, interacção entre factores genéticos e 
ambientais. 
Breve Descrição Clínica 
A EM é uma entidade clinicamente heterogénea com diferentes formas ou tipos 
de apresentação e evolução clínica. 
Na sua forma mais frequente (cerca de 85%), definida como EM de surto 
remissão, manifestam-se sinais agudos (designados surtos) que podem ser muito 
variáveis, da esfera sensitiva, sensorial ou motora, que se instalam ao longo de dias e 
estabilizam em cerca de quatro semanas, podendo regredir total ou parcialmente. Por 
definição, o surto dura mais de 24 horas e pode prolongar-se por um período de 4 
semanas. Todos os sinais que se instalam ao longo do mês fazem parte do mesmo 
surto. A existência de sinais ou sintomas ao longo de 6 meses indica lesão neurológica 
permanente. Aproximadamente 10 a 15 anos após o diagnóstico, cerca de 80% destes 
doentes entra numa fase progressiva, com ou sem surtos de agravamento, designada 
EM secundária progressiva. 
Cerca de 10% dos doentes tem um curso progressivo desde o início, sem 
surtos. Estas são as formas primárias progressivas, que surgem em geral em idades 
mais tardias, atingem os dois sexos com igual frequência manifestando–se 
frequentemente com paraparésia ou tetraparésia lentamente progressiva; noutros 
casos, há um curso progressivo e insidioso, desde o início, mas a ele sobrepõem-se 
surtos de agravamento. Correspondem a 5% dos doentes e são denominadas 
remitentes progressivas ou transicionais, ou progressivas com surtos. 
Para avaliação da incapacidade neurológica e severidade ou grau de 
progressão da doença têm sido criadas várias escalas. 
A escala de Kurtzke de 1975 mede o estado de incapacidade neurológica DSS 
(Disability Status Scale). (19, 20) Em 1983 foi publicada a escala alargada EDSS.(20) 
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O paciente recebe pontuação entre 0, sem incapacidade, até 10, morte. Por 
exemplo, um EDSS 6 traduz uma incapacidade neurológica que requer um apoio 
unilateral para o doente andar 100 metros. 
Outra escala é designada MSSS (Multiple Sclerosis Severity Score) que 
relaciona a escala EDSS com a distribuição de incapacidade em doentes com a 
mesma duração da doença (21). A pontuação conferida por esta escala possibilita 
uma quantificação da severidade da doença ou grau de progressão das 
incapacidades.  
Diagnóstico 
O diagnóstico baseia-se na história e observação clínica e a sua evolução no 
tempo, e nos exames complementares de diagnóstico sendo actualmente o mais 
importante a Ressonância Magnética do Sistema Nervoso Central. 
O exame do LCR é também, importante nesta doença para estabelecer a sua 
natureza inflamatória. 
Observa-se na maioria dos doentes um aumento da IgG. Mais importante é a 
observação de bandas oligoclonais que constituem um dado fidedigno de produção 
intratecal de IgG. 
Utilizando-se a técnica de focalização isoeléctrica, observa-se, em cerca de 
95% dos doentes, o padrão de bandas oligoclonais no LCR que não é detectado no 
soro. Este padrão difere em cada doente e não se altera até ao fim da doença (22). 
Não podemos deixar de referir ainda o contributo eventual da investigação 
neurofisiologica (potenciais evocados). 
Nesta base, foram publicados critérios de diagnóstico para a doença. Os de 
Schumacher, baseados nos achados clínicos, os de Poser, incorporando os estudos 
do LCR e neurofisiológicos e, mais recentemente, os de McDonald, posteriormente 
revistos e actualmente mais actualizados que realçam a importância dos exames de 
Ressonância Magnética.(23) Ver Fig. 1 
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Figura 1- RMN  na EM 
Patologia e Patogenia 
A esclerose múltipla é também designada por “esclerose em placas”, dado que 
as alterações de inflamação, desmielinização e neurodegenerescência dão origem a 
múltiplas lesões no SNC que se designam de “placas”, características patológicas da 
doença. 
As Placas na Esclerose Múltipla 
Se a doença é, como vimos, muito diversa nas suas manifestações e evolução 
clínica, estudos recentes demonstraram que também as placas têm uma composição 
heterogénea, embora de padrão essencialmente constante no mesmo doente. 
Estes estudos são de extrema importância, porque apoiam o conceito dos 
mecanismos da sua etipatogenia poderem ser diferentes para as suas diversas formas 
de evolução clínica e, possivelmente diferentes, entre os doentes com o mesmo tipo 
de evolução. As placas foram classificadas em 4 tipos. A infiltração macrofágica é 
comum a todas elas, indicando a presença de componente inflamatória característica 
da doença. Contudo, no tipo I, predomina um infiltrado celular linfocitário, sugerindo 
uma génese auto-imune celular, enquanto no tipo II, a composição sugere a 
predominância de uma mediação imunitária humoral. Estes dois tipos de placas são as 
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mais frequentes. As de tipo III são lesões invocando um mecanismo hipoxico-
isquémico e as de tipo IV, mais raras, lesões em que a morte oligodendrocitária sugere 
mecanismos de apoptose e uma disfunção metabólica subjacente (24) 
Se a perda de mielina ou desmielinazação é aparente em qualquer tipo de 
placa, também o é a lesão ou perda axonal que pode, ou não, ser só consequência da 
destruição da sua bainha, fundamental para a rápida condução do impulso nervoso. 
Embora estas lesões ocorram na substância branca, também existe uma 
desmielinização e atrofia da substância cinzenta. Recentemente, tem-se sublinhado a 
presença de uma atrofia neuroaxonal nos estádios mais precoces da doença, 
questionando-se se esta será sempre secundária a uma desmielinização ou será 
consequência de uma patologia primariamente degenerativa((25)). 
Patogenia 
A EM tem sido considerada uma doença essencialmente mediada por células 
Th 1 e citocinas pró inflamatórias por elas secretadas. Contudo, tem sido 
recentemente realçada a importância para a sua imunopatogénese de muitas outras 
células, em particular, a mediação pelos Th 17, as citotóxicas CD 8 e os linfócitos B 
concomitantemente com uma deficiência nos efeitos supressores de células T 
reguladoras ((26)). Não é este o local para uma revisão mais pormenorizada destes 
aspectos imunológicos e ainda pouco esclarecidos e que não são de especial 
relevância para a temática do nosso trabalho. Tem sido proposta uma variedade de 
autoantigenios, em particular, componentes da mielina como a proteína básica da 
mielina (MBP) e a glicoproteína oligodendrocito mielina (MOG) e os sulfatidos. 
Outra hipótese que tem sido proposta é a reactividade cruzada que pode haver 
destes autoantigénios com antigénios microbianos. 
A barreira hematoencefálica (BHE) oferece uma grande resistência à migração 
de linfócitos para o interior do SNC. É hoje consensual, que esta migração de células 
T auto-reactivas se processa sobretudo após activação inflamatória do endotélio e 
expressão de moléculas de adesão, como a VCAM (endotélio) e integrina α4β1 (VLA 
4) nos linfócitos. É desta interacção e activação das metaloproteinases (em especial a 
MMP-9) que resulta a migração, necessitando os linfócitos de serem reactivados por 
células da imunidade inata reactivada, existentes no SNC, como macrófagos e células 
dendríticas ou da microglia. Os mecanismos da imunidade inata, subjacentes à 
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apresentação antigénica, activação e reactivação linfocitária, têm recebido crescente 
atenção nesta patologia. Na verdade, existe evidência para uma actividade 
inflamatória e proteolítica no SNC dos doentes, mesmo na ausência de infiltração 
linfocitária e lesão da BHE, inclusivamente na designada substância branca 
aparentemente normal ((27)). Nos anos 70 foi demonstrado que estes doentes podem 
ter uma capacidade de secreção alterada de interferão tipoI, incluindo β. 
A persistência de uma disfunção da imunidade inata e processo inflamatório é 
sublinhada para as formas progressivas da doença, caracterizadas por uma 
acentuação de um processo neurodegenerativo, que começa no início da doença. 
Este facto tem levado alguns autores a questionar se ela não será “primariamente “ 
neurodegenerativa(28) 
Para alguns autores, poderá haver uma disfunção metabólica do 
oligodendrócito(29) ou do desenvolvimento e composição da mielina ((30)) que 
determinarão secundariamente uma reactividade imunitária. 
Uma disfunção mitocondrial (31) ou excitotoxicidade pelo glutamato (32) que se 
podem associar ao processo inflamatório, têm sido invocados nos mecanismos 
degenerativos. 
Em síntese, EM é uma entidade patologicamente heterogénea, possivelmente 
mesmo subjacente a formas de apresentação e evolução clínica aparentemente 
semelhantes. 
A predominância dos mecanismos de imunidade celular versus imunidade 
humoral na sua patogenia, bem com o contributo inicial de uma disfunção hipóxica ou 
metabólica poderão ser variáveis.  Os mecanismos de autoimunidade associados a 
uma activação do endotélio e lesão da BHE relacionam-se mais com a expressão 
clínica de surtos. Contudo um aspecto comum é a presença de uma actividade 
inflamatória invocando uma disfunção da imunidade inata. 
Terapêutica  
O tratamento dos surtos é efectuado com glicocorticóides (sobretudo 
metilprednisolona endovenosa), reduzindo o edema intersticial e a permeabilidade da 
barreira hematoencefálica. O tratamento induz uma infra-regulação de moléculas de 
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adesão e citocinas Th1 pró-inflamatórias, diminuindo a infiltração de linfócitos T auto 
reactivos.  
Nos últimos 15 anos foram introduzidas, entre outras, na terapêutica 
imunomoduladora, o interferão β e o acetato de glatirâmero e mais recentemente o 
anticorpo monoclonal, natalizumab. Estas terapêuticas estão indicadas nas formas 
com surtos.(33) 
 Interferão β  
A terapêutica com imunomoduladores retarda o aparecimento de novos surtos 
e a sua intensidade ((33) mas tem um efeito restritivo na progressão de incapacidades. 
Mecanismos sugeridos para os benefícios clínicos do interferão β incluem a 
supressão da activação das células T por inibição da acção nas moléculas 
coestimuladoras, indução da produção de IL 10, e limitação da permeabilidade da 
BHE, por inibição da expressão de moléculas de adesão celular, e da produção de 
metaloproteinases de matriz(34). 
Existem 3 preparações de interferão β, o IFN- β1-a (Avonex e Rebif), cuja 
estrutura é idêntica ao IFN humano natural produzido em culturas celulares de 
mamíferos, o IFN-β1 b (Betaferon) que provem de culturas bacterianas genéticamente 
modificadas, que se diferencia do humano pela ausência de glicolisação e por 2 
aminoácidos modificados.(10) 
Uma consequência possível desta terapêutica é o aparecimento nalguns 
doentes de anticorpos neutralizantes da actividade do medicamento (NAbs), que 
poderão reduzir  a sua eficácia clínica.  
O interferão β 1 b (Betaferon) parece ser o mais imunogénico, sendo seguido 
interferão β-1a (Rebif), via de administração subcutânea, sendo o interferão de 
administração intramuscular, β -1a (Avonex) o menos imunogénico(35) 
As recomendações da EFNS (European Federation of Neurological Societies) 
revelam que os NAb´s devem ser determinados entre os 12 e 24 meses de 
terapêutica, já que os doentes com NAb´s positivos têm uma possibilidade elevada de 
insucesso no tratamento.  
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Acetato de glatirâmero 
Trata-se de uma mistura de polipeptidos sintéticos, compostos de 4 
aminoácidos, assemelhando-se à proteína básica da mielina, que inicialmente se 
demonstrou reduzir a actividade inflamatória a nível experimental na encefalomielite 
auto-imune (EAE)(36). 
Tem um mecanismo diferente do interferãoβ, nomeadamente favorecendo uma 
actividade das células Th 2, que migram através da BHE e suprimem as auto-reactivas 
Th 1(37) 
Natalizumab 
Este é um anticorpo monoclonal dirigido para as α4 integrinas. Como já foi 
referido na patogénese da EM, a migração das células T através da barreira 
hematoencefálica faz-se por interacção de moléculas de adesão como a VLA - 4 e a 
VCAM-1. O natalizumab vai bloquear esta migração, ligando-se a VLA-4 (α 4β 1 
integrina)(38). O medicamento está actualmente reservado para as formas mais 
graves com surtos. 
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Capítulo 2  
Inflamação e Esclerose Múltipla 
As células do sistema da imunidade inata induzem uma resposta inflamatória 
aguda cuja componente sistémica é seguida da resposta de fase aguda (RFA) (39). 
Em muitas situações, como a diabetes tipo 2, doenças cardiovasculares, 
doenças auto-imunes, persiste um estado inflamatório crónico, cujas causas e 
mecanismos são pouco conhecidos(40). 
A reacção de fase aguda ou a sua persistência na inflamação crónica traduz-se 
na indução (ou supressão) da síntese de proteínas de fase aguda nos hepatócitos, 
células endoteliais e outras. Esta modulação da expressão genética é mediada por 
citocinas libertadas pelas células da imunidade inata e traduz-se também em muitas e 
diversas alterações metabólicas e hormonais. Estas alterações do metabolismo, 
associadas à resposta inflamatória, são indispensáveis às próprias defesas mediadas 
pelas células da imunidade adaptativa ou adquirida. Na verdade, as respostas 
imunitárias e a regulação metabólica estão estreitamente interligadas, com o correcto 
funcionamento das primeiras dependendo da segunda e vice-versa. 
Entre as citocinas libertadas por estímulos inflamatórios estão os interferões 
tipo I, no qual se inclui o interferão β. 
Estudos nos anos 70, em células em cultura nos doentes com a forma de surto-
remissão, sugeriram uma deficiência na secreção de interferão β após estimulação 
viral (Borden et al Nat Rev Drug Disc6: 675-990,2007)(41). Contudo, os trabalhos mais 
recentes demonstraram que esta população é heterogénea, com alguns doentes 
apresentando uma aumentada secreção de interferão tipoI à estimulação da 
imunidade inata(42)Comabella, Brain 2009. 
Na verdade, não são claras as razões do benefício do interferão β na doença. 
Fisiologicamente, o interferão tipo I (A e B) activa as células dendríticas, a imunidade 
humoral e as respostas das células Th1, promovendo por isso a autoimunidade 
sistémica que será, à partida, prejudicial para a EM. 
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Curiosamente, poderá não haver benefício na administração terapêutica de 
interferão β num subgrupo de doentes que já apresentam endogenamente uma 
secreção aumentada desta citocina aos estímulos inflamatórios (42). Esta situação 
levou-nos a incluir nas nossas investigações (como será especificado mais tarde ) a 
análise de doentes tratados com esta citocina. 
Com essa abordagem poderemos colher informação relevante, não só sobre o 
seu mecanismo de acção, como do seu próprio significado fisiopatológico na EM. 
Neste local não nos debruçamos sobre os inúmeros estudos de índole 
imunológica ou imunoquímica documentando esta complexidade. Vamos restringir-nos 
a rever o significado de algumas proteínas de fase aguda e alterações metabólicas de 
relevância mais directa para as investigações efectuadas. 
 O capítulo seguinte analisará especialmente as relações do metabolismo 
lipídico e lipoproteico com esta doença e outras patologias inflamatórias crónicas. 
Estes dois capítulos fornecerão as bases fundamentando as investigações e 
objectivos desenvolvidos neste trabalho. 
Proteína C Reactiva 
Esta proteína é uma das proteínas de fase aguda, as pentraxinas, que são 
duas e partilham semelhanças estruturais, embora estabeleçam ligações diferentes, 
sendo que a PCR se liga preferencialmente à fosfocolina e a outra proteína liga-se 
melhor à fosfoetanolamina, a chamada proteína amilóide de componente P. 
Esta proteína é composta por 5 unidades ligadas de forma não covalente, de 
206 aminoácidos arranjadas de forma cíclica. Cada subunidade tem uma ligação à 
fosfocolina, como já foi dito, e são orientadas para a mesma face do pentâmero. Isto 
origina uma capacidade de ligação a sequências na superfície das células. Deste 
modo tem um papel na imunidade inata e remove membranas e material necrótico das 
células. Pode iniciar a activação do complemento pela via clássica ligando-se a C1q e 
a sua ligação ao receptor FCγRI, com baixa afinidade e ao receptor FCγRII, com alta 
afinidade nos leucócitos.(43). 
Estas ligações estão, segundo Szalai 2004(44), sujeitas aos diferentes níveis 
de glicolisação da PCR, o que dificulta ainda mais o raciocínio. 
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O seu aumento dos níveis séricos, no caso de reacções inflamatórias e 
também na auto-imunidade, foi considerado um marcador possível destas 
situações.(44) Dadas as relações estudadas desde há vários anos, entre esta proteína 
e a doença aterosclerótica, é também considerada como um bom parâmetro de 
avaliação no risco de doença cardiovascular.(45) 
A PCR é sintetizada no fígado e induzida por citocinas tais como IL 6,IL 1 e 
TNFα, e por sua vez induz a síntese de citocinas, moléculas de adesão celular e 
factores teciduais nos monócitos circulantes e nas células endoteliais in vitro.(43) 
Os níveis da Proteína C reactiva de alta sensibilidade (hs-PCR), no soro, 
conseguem reflectir mesmo as pequenas alterações da actividade inflamatória (Sellner 
MS,2008) (46) dada a sensibilidade da técnica. 
NA EM, os níveis de hs-PCR na fase de surto-remissão, são idênticos nos 
doentes e nos controlos, mas os níveis aumentam durante as fases de surtos (47). Os 
valores elevados de hs-PCR estão associados com risco mais alto de progressão e 
agravamento da doença. 
Foram efectuados estudos de terapêutica com estatinas, sendo que estas 
reduzem os mediadores pró-inflamatórios, tais como, PCR, Amilóide sérico A, 
citocinas e moléculas de adesão celular. 
Podemos, por exemplo, citar um estudo feito por Sellner,(46) em que foi 
efectuada terapêutica só com interferão β e este, em conjunto com  artrovastatina. Foi 
concluído que o tratamento, só com interferão, provocava um aumento mantido da 
PCR, enquanto a associação com a estatina leva a uma diminuição da PCR. A 
artrovastatina vai inibir a sinalização STAT 1 mas não a STAT 3, não revertendo todos 
os efeitos do interferão como sua terapêutica adjuvante. 
Esta proteína aparece elevada, como já referimos, em doença aterosclerótica, 
insuficiência cardíaca congestiva e outras doenças cardiovasculares e, por isso, torna-
se difícil determinar qual o seu valor no meio de tantos factores que a influenciam. 
Por vezes, o problema pode ser contornado com determinações mais 
específicas no LCR e acompanhadas de outros mediadores de inflamação como o 
TNF-α. Estas variações são especialmente visíveis quando da terapêutica com 
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interferão β1, o qual provoca a diminuição dos valores de hs-PCR, provavelmente por 
modulação da secreção de TNF-α. 
Amilóide Sérico A (ASA) 
É uma família de proteínas que inclui membros que surgem na resposta de 
fase aguda e outros que são constitutivos. No genoma humano há 4 genes para o 
ASA, sendo que o ASA-1 e ASA-2 são sobretudo de fase aguda. No entanto, ambos 
são sintetizados pelo fígado por indução pró-inflamatória. Um aspecto particular das 
duas subfamílias, é o facto de que elas, que surgem apenas na fase aguda terem sido 
identificados em todos os vertebrados, já os outros constitutivos, só se encontraram 
em humanos e ratos(48). O ASA é uma proteína de fase aguda de 12 KDa e aumenta 
a sua expressão até 1000 vezes pelo mecanismo de transcrição genética.(49, 50) A 
sua síntese é regulada positivamente pela IL-1, IL-6 e TNF. (51) Parece estar 
relacionado com a resposta inata (52, 53), sendo capaz de interagir com proteínas da 
matriz extracelular e de induzir a migração de linfócitos T CD4+ e T CD8+, monócitos 
e macrófagos. (54, 55) Tendo sido sugerido que a resposta imunitária inata influência 
a resposta adquirida, durante os processos inflamatórios agudos e crónicos (56), é 
legítimo pensar que possa ter um papel na patogénese das doenças de base auto-
imune. 
O ASA é também expresso em tecidos saudáveis, particularmente nos 
epitélios, é depositado em vários tecidos inflamatórios e associado à patogénese de 
múltiplas situações: infecção, neoplasia (57), trauma (58), doença de Alzheimer (59), 
aterosclerose (60). 
 O ASA, principalmente o ASA-4, pouco afectado pela fase aguda, é constituinte 
estrutural da HDL em condições basais. Durante a inflamação, o ASA-1 e o ASA-2 
podem integrar a lipoproteína(61). Consequentemente a esta resposta aguda surgem 
alterações estruturais na HDL, que lhe conferem um comportamento diferente do 
habitual e de carácter pró-inflamatório. Ao enriquecimento de ASA associa-se 
concomitante perda de ApoA-I, PON (paraoxonase) e PAF-AH (acetilhidrolase-factor 
activador das plaquetas) (62) Deste acontecimento resultará a diminuição dos efeitos 
da ApoA-1, sejam eles na limitação do transporte reverso do colesterol, por diminuição 
da activação da LCAT (lecitina colesterol acetil hidrolase) e menor probabilidade de 
interacção com a ABCA1. Os efeitos antioxidantes da HDL ficam também bastante 
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comprometidos, resultando numa baixa capacidade para inibir a oxidação das LDL. 
Por outro lado, esta lipoproteína adquire uma afinidade maior para libertar colesterol 
aos macrófagos.(63) 
 Apesar de ser sintetizado principalmente no fígado o ASA pode também ser 
expresso por outros tipos celulares, nomeadamente endotélio e células do SNC (60, 
64), encontrando-se em muito maior concentração no liquor de indivíduos com doença 
de Alzheimer.(65) Este facto parece ter como consequência a deslocalização das 
moléculas de ApoE da partícula de HDL com possível comprometimento do 
metabolismo da proteína Aβ.(66) 
 Em doentes com Esclerose Múltipla em surto-remissão foi encontrada, por 
Ristori e colaboradores, uma relação entre a fase de recidiva e os valores séricos do 
ASA. Neste estudo, observou-se uma sensibilidade para detecção de inflamação 
“activa” na periferia, muito semelhante à sensibilidade da RMN com gadolínio, para 
detecção sinais de doença activa no SNC. A utilização do ASA como marcador de 
actividade da doença ou potencial factor prognóstico carece, no entanto, de mais 
estudos. 
Fibrinogénio e Sistema da Coagulação 
O fibrinogénio é, em geral, referido no contexto dos mecanismos da 
coagulação e hemostase. No entanto, o conhecimento da sua estrutura e ligação à 
molécula de adesão celular ICAM-1, aumentando a adesão dos monocitos ao 
endotélio, formando uma ponte entre os dois sistemas celulares, além da sua ligação a 
outros leucócitos, tem reforçado a compreensão da sua função nos processos 
inflamatórios.(67) O seu papel como proteína de fase aguda é, portanto, importante no 
metabolismo da inflamação. É mencionada neste estudo dadas as suas relações com 
uma doença auto-imune como a EM, em que as lesões axonais estão associadas com 
a deficiente fibrinólise, resultante da inibição do sistema activador do plasminogénio. 
Estas lesões estão presentes no modelo de estudo da EM, a encefalomielite aguda 
auto-imune (EAE), em que há depósitos de Fibrinogénio nos axónios vulneráveis, 
podendo representar um aumento de defosforilação neuronal, contribuindo assim para 
as alterações patológicas.(68)  
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Nas doenças neuroinflamatórias, uma deficiência no mecanismo de fibrinólise, 
leva a que a ligação dos inibidores do tPA (activador do plasminogénio tecidular) às 
proteínas das membranas axonais, tais como a anexina II e à LRP (proteína 
relacionada com o receptor de LDL) que podem constituir um mecanismo de defesa 
para que a ligação às serpinas, não se efectue.(69) 
Esta proteína anexina II, cálcio dependente, é expressa no SNC em pequenas 
quantidades mas aumenta durante lesões tumorais e inflamatórias. Sendo expressa 
nas células endoteliais e macrófagos, liga-se ao tPA e plasminogénio e promove a 
degradação da plasmina. Liga-se também à proteína da matriz extracelular tenascina 
C resultando em fibrinólise, remodelação da matriz extracelular e libertação de 
factores angiogénicos. A LRP é expressa na superfície celular e encontra se no SNC 
nas células neuronais, microglia e astrócitos, sendo primariamente ligada ao 
metabolismo lipoproteico. Esta proteína liga-se a inibidores de proteases como α2 
macrogobulina e activadores do complexo dos inibidores do tPA, estando aqui um 
exemplo da associação entre o metabolismo lipídico inflamatório e fibrinólise. 
Passamos de seguida, com maior detalhe, às relações entre a EM e os 
inibidores dos activadores do plasminogénio, tendo em conta que as lesões da BHE 
são determinantes no aparecimento de fibrinogénio e fibrina no SNC. 
Por isso, a actividade das proteases da serina parecm estar aumentada na EM 
levando a disrupção desta barreira e à entrada de leucócitos e subsequente lesão da 
mielina. 
Nas lesões de EM, o tPA está localizado nos axónios desmielinizados com 
neurofilamentos e fibrina, sugerindo o seu papel na lise da fibrina. No entanto, a supra-
regulação do inibidor do tPA, PAI-1 e a formação de complexos tPA:PAI-1 na EM, 
diminui a capacidade fibrinolítica levando à deposição de fibrina com lesão axonal. 
A supra-regulação de outro receptor, de tipo urokinase, do activador do 
plasminogénio expresso nos monocitos, macrófagos e células T activadas, é um 
activador da inflamação pela ligação à vitronectina e integrinas. É indetectável no SNC 
íntegro e aparece nas lesões de EM nos monocitos e zonas de inflamação 
perivascular, contribuindo para a lesão da matriz extracelular. 
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Estudos conduzidos por Emma East et al, 2005 (69), tendo como modelo a 
EAE no ratinho transgénico, levaram à conclusão que, além dos mecanismos já 
mencionados, também as metaloproteinase da matriz e a supra-regulação das 
moléculas de adesão celular contribuem para a lesão da BHE. Este estudo levou a 
concluir que os depósitos de fibrina frequentemente acompanham as respostas 
inflamatórias e o fibrinogénio leva à exacerbação da inflamação, através de moléculas 
de sinalização, modulando a adesão, migração e aumento da expressão de citocinas. 
O ratinho, em que geneticamente ou farmacologicamente é depletado fibrinogénio, 
tem aumento do tempo de vida, menos lesões inflamatórias e menor desmielinização. 
De todo este conjunto podemos esperar que actuando nos mecanismos de 
fibrinólise talvez se possam diminuir os mecanismos de inflamação, desmielinização e 
consequente neurodegenerescência. 
Ferritina e Metabolismo do Ferro 
A Ferritina é uma proteína de alto peso molecular e uma das suas funções é a 
reserva de Ferro do organismo. No entanto, é também uma das proteínas chamadas 
de fase aguda, aumentando nas situações inflamatórias, protegendo o organismo 
contra o stress oxidativo induzido pelo Ferro. No caso da EM, foram observados níveis 
aumentados no LCR  estando alterada a sua regulação nas formas crónicas 
progressivas da doença.(70) 
Os níveis de Ferritina são influenciados pelo estado de ferro oxidação do 
organismo, pela hipoxia e por algumas citocinas. 
A heme oxigenase é a enzima regulador no catabolismo do heme clivando-o 
em 3 produtos: monóxido de carbono (CO), biliverdina e Ferro livre, existem 2 
isoformas 1 e 2 sendo que a forma 1 é induzivel, enquanto a forma 2 está alterada em 
condições patológicas. 
A capacidade anti-inflamatória da HO deve-se indirectamente às propriedades 
dos produtos do catabolismo do heme e seus derivados os quais são especificados 
adiante. O CO suprime a resposta pró-inflamatória e promove a resposta anti-
inflamatória nos macrófagos, aumentando a produção de IL10, e diminuindo a de 
TNFα. Contribui ainda com diminuição da activação e agregação plaquetária, 
suprimindo assim a resposta trombótica e pró-inflamatória das plaquetas, diminui a 
Capítulo 2. Inflamação e Esclerose Múltipla 




inibição do factor activador do plasminogénio tipo1 (PAI-1) e previne a apoptose em 
vários tipos de células incluindo as endoteliais, fibroblastos e hepatócitos. 
De acordo com Fontoura (JCI 2007) (71), heme oxigenase e o CO podem 
suprimir a neuroinflamação, sendo a heme oxigenase 1 um gene citoprotectivo e anti-
inflamatório, o qual se expressa no modelo de estudo da esclerose múltipla, a EAE e 
na esclerose múltipla. Foi sugerido também que a HO-1suprime a diferenciação das 
células T reactivas à mielina que induzem a formação de um tipo celular caracterizado 
pela secreção de citocinas pró inflamatórias. 
Na realidade, os estudos em ratinhos levam a concluir que os produtos da sua 
activação, como a biliverdina e o Ferro livre regulam o aumento de produção da cadeia 
pesada da ferritina e de uma bomba ATPase que remove o ferro intracelular da célula. 
A ferritina foi de início considerada como sendo o mecanismo pelo qual a HO-1 
confere resistência ao stress oxidativo nas células endoteliais. A contribuição desta 
bomba de Ferro versus ferritina para o efeito de citoprotecção da HO-1 não é claro 
mas ambos os mecanismos contribuem como antioxidantes. A ferritina é considerada 
como um mecanismo de defesa contra o stress oxidativo nos processos inflamatórios 
pelo sequestro de ferro, o qual é tóxico na sua forma livre ou com fraca ligação à 
proteína. Por outro lado, os quelantes de ferro foram usados para a actividade clínica e 
inflamatória nos modelos animais já mencionados como a EAE(72). 
Neopterina 
A Neopterina é produzida pelos macrófagos derivados de monócitos e pelas 
células dendríticas depois da estimulação com citocinas Th-1 como o interferão γ(73). 
Tem sido investigada como um marcador de activação de células do sistema 
imunitário em várias patologias.(74) 
A neopterina é o produto resultante da oxidação da 7,8-dihidroneopterina, uma 
pterina sintetizada pelos macrófagos quando estimulados pelo interferão γ já que este 
regula a GTP-ciclohidrolase, o qual catalisa a transformação do GTP em 7,8-
dihidroneopterina trifosfato, a qual deixa a célula como 7,8-dihidroneopterina por acção 
das fosfatases.(75) Alguma quantidade de Neopterina é oxidada e torna-se 
fluorescente. A libertação de Neopterina é específica de monócitos, macrófagos e 
células dendríticas mas o epitélio renal também a pode libertar. 
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Ao contrário do que acontece no ratinho, os macrófagos dos primatas não 
induzem a síntese de óxido nítrico dado não levarem à indução da NO sintetase. 
A reacção mais importante que gera Neopterina é a oxidação pelo ácido 
hipocloroso, o qual é libertado em grandes quantidades pelos macrófagos durante a 
inflamação.  
Estas características fazem desta pterina uma molécula interessante na 
avaliação da activação do sistema imunitário nos pacientes, podendo ter interesse em 
situações inflamatórias e de autoimunidade como mais um dado para o diagnóstico e 
seguimento dos pacientes. 
Marcador Inflamatório 
O facto de ser uma molécula chamada de marcador inflamatório tem várias 
características que se detalham de seguida. 
Em resposta a uma infecção, os valores de neopterina sobem em paralelo com 
os da proteína C reactiva, podendo ser usados como marcador de resposta à 
terapêutica como por exemplo na malária (76, 77), na tuberculose(78), no síndrome de 
imunodeficiência adquirida(79), sendo até medidos anteriormente como marcadores 
nos serviços de Imunohemoterapia(80). A neopterina está também elevada nos 
doentes com angor instável e enfarte agudo do miocárdio(81). 
Nos mecanismos inflamatórios vários mediadores são, em tempos diferentes, 
pró-oxidantes e antioxidantes. O mesmo se passa com a neopterina, a qual, em 
conjunto com o TNFα, promove a morte celular e, no entanto, actua como antioxidante 
protegendo o afluxo de mediadores inflamatórios que chegam até aos macrófagos. 
Relação com LDL oxidadas  
Ainda existem algumas dúvidas sobre qual é o mecanismo que leva à reacção 
entre uma molécula hidrossolúvel como a 7,8-dhidropterina e a LDL, molécula lipídica. 
As hipóteses são, por um lado, a compartimentalização da neopterina e, por outro 
lado, a sua capacidade de induzir, através do peroxinitrito, uma supra-regulação da 
oxidação das LDL. (82) 
 
Capítulo 2. Inflamação e Esclerose Múltipla 





Neopterina e EM 
Esta molécula, observada em várias doenças auto-imunes, terá também 
interesse no estudo das alterações inflamatórias da EM. Encontraram alguns autores 
resultados contraditórios, sendo encontrados elevados no LCR e soro de doentes 
durante a remissão (83) e outros encontraram níveis normais, não correlacionados 
com a clínica ou as imagens da RMN (84). O facto de ser uma molécula induzida pelo 
interferão libertando-se em grande quantidade dos monocitos e macrófagos, levando 
por sua vez a um aumento da expressão de TNFα, torna a neopterina um marcador de 
células Th 1, tendo portanto interesse na avaliação do tratamento da EM. 
Ácido Úrico e Stress oxidativo 
Na EM as células inflamatórias produzem NO e peroxinitrito. Peroxinitrito e 
outras espécies reactivas de NO exercem um efeito tóxico nos neurónios e células da 
glia, aumentando a apoptose, aumentam também a permeabilidade da barreira 
hematoencefálica e podem aumentar a invasão de células inflamatórias no SNC. O 
Acido Úrico, considerado como scavenger de peroxinitrito, diminui a permeabilidade da 
BHE e inflamação do SNC.(Mattle 2004)(85) 
Os níveis de ácido úrico parecem, no entanto, não ser completamente fiáveis 
para serem usados como marcador na EM, dado que são variáveis com a produção do 
próprio SNC e também com o consumo feito pelo estado de oxidação do 
SNC.(Dujmovic 2009.)(86) 
Encontraram-se níveis elevados de NO sintetase nos macrófagos, microglia e 
astrócitos nas placas dos doentes de EM, levando a concluir que, parte das lesões, 
são devidas à formação de radicais livres. O peroxinitrito, um dos mais potentes 
oxidantes, exerce um efeito tóxico nos neurónios, axónios e células da glia podendo 
levar à apoptose. (M Rentzos 2006).(87) 
Doentes com gota têm diminuição da incidência de EM e nesta os níveis de 
ácido úrico são mais baixos, especialmente nas lesões activas, e aumentam na 
terapêutica com interferão (Guerrero e tal 2008) (88). Outro estudo anterior, feito em 
doentes com EM surtos-remissão  e formas secundárias, pré e pós-terapêutica com 
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interferão, não permite concluir que os níveis de ácido úrico possam representar um 
marcador útil da severidade da doença ou do sucesso da terapêutica com interferão.  
Continuamos, portanto, com a dúvida se os níveis reduzidos de ácido úrico são 
um defeito primário ou se resultam da sua oxidação com peroxinitrito e outros radicais 
livres, embora estas hipóteses não se excluam mutuamente. O destino seguinte do 
ácido úrico é a alantoína, a qual já não tem propriedades anti radicais livres. Um 
estudo feito no ratinho deficiente em receptor de glicocorticóides, o qual leva à 
diminuição da sintetase do NO, torna este ratinho susceptível à EAE, modelo de 
estudo da EM, enfatizando a importância deste oxidante na patologia da doença(89). 
Nestas circunstâncias, seria de alguma utilidade determinar os níveis de 
alantoína na EM para se poder concluir se o tratamento, para aumentar os níveis de 
ácido úrico, seria eficaz no tratamento da EM (S. Sotgiu 2002).(90) 
Os resultados do estudo NHS (Nurses Health Study) e NHS II, e do KPNC 
(Kaiser Permanent Health Northern Califórnia) que foi feito com carácter prospectivo, 
vieram também sugerir que o nível de ácido úrico não é preditivo do risco de EM, 
assim como o estudo do KPNC (Kaiser Permanent Health Northern Califórnia), que é 
retrospectivo. Está em curso um estudo com administração de inosina, precursor do 
ácido úrico (91) Massa, 2009, J Neurol. Este estudo é interessante uma vez que dá 
importância à perda de protecção contra antioxidantes, que poderá representar um 
campo terapêutico no futuro. 
Leptina 
Esta molécula foi descoberta a partir de um estudo genético no ratinho, por 
volta dos anos 50 em que se provocava obesidade, com bulimia e deficiente consumo 
de energia. O gene foi denominado ob e o ratinho ob/ob. Em 1994, foi identificada a 
molécula responsável, a Leptina. Esta citocina sintetizada no tecido adiposo tem 
funções relacionadas com a inflamação e modificação hormonal, que só mais tarde 
foram consideradas. 
O receptor para a Leptina foi identificado pouco tempo depois, OB-R, sendo o 
produto do gene db e db/db no ratinho (Giamila Fantuzzi, Journal of Leucocyte 
2000).(92) 
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Sendo a Leptina considerada a hormona da “fome”, relacionada com o estado 
nutricional, não se podem ignorar também as acções hormonais com diminuição das 
hormonas da reprodução por actuação ao nível do eixo hipotálamo-hipofisário, 
alteração do metabolismo da tiróide e do sistema imune. 
Dado que a aterosclerose é também uma doença inflamatória, é relevante, 
para o estudo que realizámos, referir a importância dos efeitos potencialmente 
aterogénicos da molécula, tais como indução da disfunção endotelial, estimulação da 
reacção inflamatória e stress oxidativo, diminuição da actividade da paraoxonase, 
agregação plaquetária e migração, hipertrofia e proliferação das células do tecido 
muscular liso dos vasos (93) (94) 
A expressão do gene da Leptina correlaciona-se directamente com as reservas 
de tecido adiposo, mas é influenciado por várias hormonas, tais como, Insulina, 
Glucocorticóides e Hormonas Gonadais. Insulina e Glucocorticóides actuam em 
sinergia para a produção de leptina, enquanto a Testosterona inibe a sua secreção, e 
os esteróides ováricos aumentam a sua produção. Influencia ainda o sistema 
hipolálamo-hipofisário, hematopoiese e angiogénese. Esta hormona tem um 
dimorfismo sexual sendo mais alta no sexo feminino. Este dado é reforçado pelas 
alterações da Leptina na gravidez e a evolução da EM durante esta. Ou seja, nota-se 
uma atenuação da actividade da doença durante a gravidez e recorrência pós parto, o 
mesmo se passa com os níveis de Leptina (RF Neuteboom,MS,2009).(95) 
Esta hormona é um dos mediadores comuns ao sistema neuroendócrino e 
imunitário. A Leptina, em conjunto com a PCR, IL-1 e IL-6, pode actuar como proteína 
de fase aguda, talvez sendo facilitada a sua actuação dadas as estreitas relações 
anatómicas da origem da hormona, tecido adiposo, e o tecido linfático geralmente nos 
mesmos territórios. O tecido adiposo e o tecido linfóide interagem localmente através 
de mediadores, as adipocinas, produzidas no tecido adiposo, as quais estabelecem a 
ponte entre o metabolismo e o sistema imunológico. Estas são, além da leptina, a 
adiponectina, as quimiocinas e outras citocinas. 
Para a compreensão desta citocina, devemos ainda fazer uma breve referência 
ao receptor, melhor dizendo, às várias formas deste receptor, membro da classe 1 de 
citocinas. A forma longa é expressa no hipotálamo, nas áreas responsáveis pela 
expressão de neuropéptidos e neurotransmissores que regulam o apetite, peso 
corporal e massa óssea. É também expresso em células endoteliais e pancreáticas, 
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ováricas, hematopoieticas, monocitos, macrófagos e células T e B.A transdução de 
sinal é do tipo JAK2 /Tirosina Kinase (Matarese,2008).(96) 
Na EM os níveis de leptina estão aumentados no LCR, no soro nos doentes 
antes do tratamento. Correlacionam-se com a secreção de interferão e têm uma 
relação inversa com a percentagem de células Treg, as quais modificam a expressão 
de Teff cells, linfócitos efectores. No entanto, os níveis de Leptina no soro são mais 
baixos do que os que se encontram no LCR, sugerindo que existe alguma produção 
no SNC, ou aumento do transporte através da BHE.  
A leptina representa apenas um dos factores derivados do tecido adiposo e do 
sistema neuroendócrino, que modula a inflamação, estando incluindo nestes a 
adiponectina, visfatina, neuropéptido Y e grelina. Temos, como exemplo, o efeito anti-
inflamatório da grelina em relação à indução de secreção de citocinas inflamatórias 
pela Leptina e pela sua acção na homeostase do metabolismo do timo. 
Resumo: A Leptina actua produzindo citocinas pró-inflamatórias, promovendo 
as respostas Th1 e, inibindo a expansão de células Treg, criando o ambiente propício 
para o aparecimento da autoimunidade nos doentes susceptíveis. PNAS,Fagionni, 
2000(97) 
Por outro lado, a administração de Ac anti-Leptina ao ratinho melhora o curso 
da doença, melhorando os sinais neurológicos. 
Esta hormona poderá ser assim um alvo para possíveis tratamentos da EM. 
Adiponectina 
Trata-se de uma citocina secretada pelos dois tipos de tecido adiposo. Tem 
uma estrutura proteica semelhante em determinada sequência ao colagénio VIII e IX, 
e ao factor C1q do complemento, encontrando-se na circulação sistémica em várias 
formas moleculares(98). A adiponectina actua por dois receptores, Adipo R1, que se 
encontra sobretudo no tecido muscular esquelético e o outro, Adipo R2, que se 
encontra no fígado. A transdução de sinal envolve a activação da proteína AMPK, 
PPAR α e outras moléculas de sinalização.(99) 
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A adiponectina tem um largo efeito nas patologias de componente inflamatória 
e imunológica, tais como, as doenças cardiovasculares, diabetes tipo2, síndrome 
metabólico e artrite reumatóide.(100) Exerce a sua acção na imunidade inata e 
adquirida, inibindo a actividade fagocítica dos macrófagos, IL6 e TNFα. Reduz a 
produção de células B e induz a produção de factores inflamatórios IL10 IL-1RA 
(antagonista do receptor da IL-1) nos monócitos, macrófagos e células dendríticas. 
O seu papel na obesidade e doenças vasculares é protector, uma vez que, 
reduz a oxidação de ácidos gordos e a síntese de glicose hepática, sendo a sua acção 
reforçada pelas tiazolidinedionas, drogas usadas na terapêutica da diabetes tipo 2, as 
quais aumentam a sensibilidade à insulina.  
Como já referimos, a adiponectina tem um papel importante no metabolismo 
lipídico, nomeadamente nos triglicéridos e nas lipoproteínas remanescentes, 
considerando a diminuição que a adiponectina produz no influxo de ácidos gordos não 
esterificados para o fígado, logo diminuindo a sua utilização na síntese de triglicéridos. 
Diminui a acumulação de triglicéridos no músculo-esquelético, aumentando a oxidação 
de ácidos gordos, estimula a lipoproteína lipase, aumentando a expressão de 
PPARs.(101) 
No entanto, no que diz respeito ao papel desta citocina nas doenças auto-
imunes, esta citocina assume características pró-inflamatórias com aumento das 
metaloproteinases na matriz das superfícies sinoviais (102, 103). 
Estas características tornam esta molécula um bom campo de estudo nas 
doenças relacionadas com alterações da imunidade como a EM. 
Conclusão 
A lista de marcadores bioquímicos de actividade inflamatória atrás descrita foi 
referenciada pela sua relevância mais directa com a investigação do nosso trabalho. 
Contudo, ela poderia ser alargada a muitas outras moléculas importantes neste 
contexto. Por exemplo, existe um aumento de osteopontina sérica e no LCR na EM, 
que é reduzido pelas terapêuticas(104) Baixos níveis séricos de vitamina D foram 
associados a maior risco, severidade e progressão da doença (105). Foi proposta uma 
deficiência nas acções dos endocanabinóides na EM, com seus agonistas de receptor 
CB2 podendo ter efeitos anti-inflamatórios benéficos(106) . Entre as moléculas 
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reguladoras da interface, entre o metabolismo e as respostas inflamatórias, 
encontramos os receptores activados pelos proliferadores dos peroxisomas (PPARs). 
Estudos recentes sugerem um benefício dos agonistas dos PPARs, na BHE e, 
possivelmente, na EM(107) bem como a sua implicação nos mecanismos acção do 
interferão β1 (108)(Sena, 2004). Em conclusão, esta revisão documenta que, na EM, 
existe evidência para uma alteração sistémica de certos marcadores inflamatórios ou 
das suas alterações pela administração de interferãoβ. Estas alterações são, em 
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Lipoproteínas e Esclerose Múltipla 
Neste Capítulo realizou-se uma discussão sobre os trabalhos podendo implicar 
o metabolismo das lipoproteínas e colesterol, inflamação e patogénese da esclerose 
múltipla. 
Após uma breve revisão esquemática do metabolismo lipoproteico plasmático, 
analisam-se, em particular, as suas relações com os processos inflamatórios 
sistémicos. Em seguida, referem-se alguns estudos sugerindo uma potencial 
implicação deste metabolismo na patogénese da doença. 
Metabolismo Lipoproteico Plasmático 
Quando falamos sobre metabolismo das lipoproteínas, não podemos deixar de 
referir os seus constituintes lipídicos como o colesterol e os triglicéridos. 
O colesterol, necessário para a estabilidade das membranas celulares e 
crescimento, de uma forma geral, tem como metabolitos os ácidos biliares, oxiesterois, 
e hormonas esteróides (109); tem origem na alimentação e endogenamente. 
Os triglicéridos são classificados como lípidos simples, são esteres de ácidos 
gordos e glicerol. 
Devemos ainda referir os lípidos compostos que contém um álcool e ácidos 
gordos, como os que contém grupo fosfórico, fosfolípidos, os glicolípidos compostos 
de ácidos gordos e hidratos de carbono e outro grupo como os sulfolípidos e 
aminolípidos e, dentro destes, as lipoproteínas. Como derivados importantes dos 
lípidos, temos os ácidos gordos, esteróis, álcoois etc. (Harper)(110) 
A interacção do colesterol com os fosfolípidos nas membranas é sobretudo 
biofísica e não estereoespecífica, enquanto, em relação às proteínas, é bastante 
estereoespecífica (109), (110). As mutações na síntese de colesterol, transporte e vias 
metabólicas resultam num risco aumentado na doença aterosclerótica. 
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As apoproteínas, que representam a fracção proteica das lipoproteínas, são as 
responsáveis pelo sistema de transporte de triglicéridos e colesterol entre os vários 
compartimentos do organismo. Fazem-no através de três funções: solubilização de 
lipoproteínas, interagindo com os fosfolípidos, ligação aos receptores celulares e 
regulação da actividade de alguns enzimas que condicionam o metabolismo dos 
lípidos, como a LCAT (lecithin cholesterol acyl transferase), HL (hepatic lipase) e LPL 
(lipoprotein lipase) (111)(Carvalho, CLDV, 2000,19-20). 
As lipoproteínas são classificadas de acordo com os constituintes de cada uma 
e pelas suas funções. As apoproteínas têm os genes mapeados no genoma humano, 
permitindo uma melhor compreensão das anomalias genéticas subjacentes às 
alterações lipídicas e relacioná-las com os vários aspectos do metabolismo em que 
estão implicadas estas moléculas, não só nos aspectos clássicos dos mecanismos da 
aterosclerose. 
Os estudos epidemiológicos sugerem uma conexão entre a infecção 
/inflamação e aterosclerose, com alterações nas lipoproteínas resultantes da libertação 
de citocinas e outros medidores inflamatórios.(112) Por sua vez, a infecção e 
inflamação alteram também os níveis de colesterol e triglicéridos, um dos factores 
mais importantes de aumento das VLDL, depois de alterados pelos mecanismos 
inflamatórios (Gallin 1969)(113). Vamos ainda encontrar ligações entre a amiloidose, 
doença de Alzheimer, esclerose múltipla, o nosso modelo de investigação, síndrome 
antifosfolípidos e outras entidades nosológicas mais associadas, em geral, ao 
metabolismo lipoproteico, as dislipidémias. 
Desde a nomenclatura introduzida por Alaupovic (114), consideram-se, pelo 
menos, 7 tipos de apoproteínas, apoA-I, A-II, B, C-I, C-II, C-III, D, e E. Podemos 
depois individualizar mais alguns que se foram identificando ao longo dos anos. A 
apoA contém ainda a apoA-II e apoA-IV; a apoB subdivide-se em B100 e B48; a 
apo(a) que apresenta semelhanças estruturais com o plasminogénio e não é de facto 
uma apoproteína; a apoD, anteriormente chamada apoA-III; a apoE, com os vários 
fenótipos de interesse muito grande na clínica, como será detalhado mais tarde; além 
das apo F, G, H, e J. 
Estas distribuem-se pelas seis grandes classes de lipoproteínas, ou seja, pelos 
quilomicra, VLDL, IDL, LDL, HDL e Lp(a). 
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Os lípidos exógenos são digeridos e integrados em grandes partículas 
lipoproteicas, ricas em triglicéridos, as menos densas, que são os quilomicra. Estas 
vão ser encaminhadas para o sistema linfático e depois para a circulação sistémica. 
São compostas por um grande núcleo lipídico constituído, na sua maior parte, por 
triglicéridos (TG) e uma camada superficial de fosfolípidos, colesterol não esterificado, 
e apoproteínas (A-I, A-II, A-IV, e B48). A presença de B48, em vez de B100, impede 
estas lipoproteínas de se ligarem aos receptores de LDL. No plasma, as quilomicra 
recebem apoC e apoE das HDL circulantes, podendo a apoE ser recebida 
directamente dos hepatócitos quando se acumulam partículas remanescentes nas 
sinusóides. No endotélio do tecido adiposo e muscular, existe a LPL que hidrolisa os 
TG e liberta ácidos gordos que são captados pelas respectivas células. 
 
   (Adaptado de Feher MD, Richmond W,1997, pag. 8 (115)) 
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Os ácidos gordos são armazenados no tecido adiposo sob a forma de TG. 
Quando são necessários, são hidrolisados pela lipase hormono sensível, inibida pela 
insulina e estimulada pelos glicocorticóides, hormonas tiroideias e de stress. 
Os restantes lípidos e apoproteínas da camada superficial das quilomicra são 
transferidos para as HDL nascentes, ficando as remanescentes das quilomicra, ricas 
em colesterol e apoE, são captadas pelos hepatócitos, através de receptores próprios, 
que reconhecem esta apoproteína, mas também pelo receptor LDL e LRP (LDL 
receptor related protein). Na ausência de apoE, as remanescentes acumulam-se em 
circulação. Nos hepatócitos, os componentes lipídicos são armazenados, 
catabolizados ou secretados, como componentes das VLDL endógenas. 
As VLDL são lipoproteínas ricas em TG, com uma fracção pequena de 
colesterol e fosfolípidos. São sintetizadas no fígado com a apoB-100, dependendo da 
apoE para a interacção com os TG (116). Depois de entrarem em circulação, adquirem 
apoC-I, II, III e apoE. As dimensões da apoE são determinadas pelo seu conteúdo em 
TG. Pela acção da LPL, as VLDL libertam colesterol e ácidos gordos que têm o 
mesmo destino já referido atrás. Sob a acção da CETP (cholesteryl ester transfer 
protein), que promove a troca de colesterol por TG, as VLDL recebem esteres de 
colesterol dando origem às IDL. 
 
                (Adaptado de Nature 451, 904-913(21 February 2008) 
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As IDL podem ser captadas pelo fígado em processo mediado pela apoE ou 
são hidrolisadas pela lipase convertendo-se em VLDL, que por sua vez se ligam a 
receptores específicos, 60 a 70% do total, e as restantes são metabolizadas pelo 
fígado. 
AS VLDL poderão seguir duas vias: as grandes partículas, ricas em TG, são 
transformadas em grandes remanescentes, ricas em apoE, são catabolizadas pelos 
receptores de LDL, sem serem transformadas em LDL(117) As partículas mais 
pequenas e ricas em colesterol originam remanescentes mais pequenas, pobres em 
apoE que se mantêm mais tempo em circulação devido a menor actividade para 
receptores de LDL(117), estas acabam por ser hidrolisadas pela lipase hepática e 
contêm a maior parte de apoB100. 
Ao contrário deste metabolismo rápido das VLDL, as LDL levam mais tempo 
em circulação e funcionam próximo do nível de saturação dos seus receptores. Como 
já vimos, o papel da apoE, que se detalha numa rubrica posterior, é fundamental para 
a interacção com o receptor LDL. Em doentes com apoE2, ou sem apoE o 
metabolismo das IDL com apoB100 pára ao nível do estadio de remanescentes. 
Mutações nos receptores originam a hipercolesterolémia familiar. 
Os doentes com aumento dos TG, com ou sem diabetes, têm uma baixa 
afinidade para os fibroblastos (118), o que poderá condicionar a resposta inflamatória 
e diminuição do seu reconhecimento pelos receptores da LDL (119). 
 
(Adaptado de Altenburg, Arterios Thromb Vasc Biol,2008(119)) 
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As outras lipoproteínas HDL resultam essencialmente de componentes vindos 
da hidrólise de outras lipoproteínas, como fosfolípidos e apoA-I, apo A-II e, ou apoA-
IV, e apoE, formando as HDL nascentes (HDL3). Por inclusão de esteres de colesterol 
proveniente das células por acção da LCAT, tornam-se esferóides e são as HDL2, 
podendo ligar-se a apoC-II e apoCIII ficando com estas armazenadas.(120) 
As HDL podem entregar o colesterol ao fígado, directa ou indirectamente, 
através do mecanismo das apoB100 e CETP. Sob acção da lipase hepática são 
recicladas no hepatócito as HDL2, voltando a HDL3, cedendo apoC e apoE às 
quilomicra e VLDL.(121) Os esteres de colesterol das HDL podem ser transferidos 




  ( Adaptado de Nature Reviews Drug Discovery 4, 193-205 March 2005) 
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Segue-se, na próxima rubrica, o detalhe do metabolismo das lipoproteínas e 
inflamação, em que será mais detalhada a composição e relações com o metabolismo 
ida imunidade inata e adquirida. 
Lipoproteínas e Inflamação 
 VLDL Efeitos pró-inflamatórios  
As acções pró-inflamatórias das LDL são bem conhecidas desde há muito, no 
entanto, a informação relativa às lipoproteínas ricas em triacilglicerois é mais escassa 
e actualmente em aberta discussão. Em 1999, Dichtl e colaboradores reportaram a 
activação, em células endoteliais, do NF-кB pelas VLDL.(123) No entanto, estes 
resultados devem ser analisados com cuidado, pois as Lipoproteínas podem ligar-se a 
lipopolissacáridos bacterianos ou contaminantes laboratoriais que, mesmo em 
concentrações mínimas, podem provocar a activação do NF-кB. Já Ting e 
colaboradores não encontraram uma relação directa entre as VLDL e a activação 
deste factor, mas verificaram, porém, uma potenciação do efeito das citocinas.(124)  
Estas acções ocorrem na dependência do LRP, com consequente activação 
das vias da ERK1/2, da p38 MAP cínase, NF-кB e CREB.(125, 126) A equipa de 
Norata identificou diferentes especificidades, atendendo ao facto de as VLDL poderem 
ficar retidas na parede arterial e sofrerem aí oxidação. (127, 128) Assim, as VLDL 
activam predominantemente a via ERK1/2, enquanto as VLDL-ox activam 
preferencialmente a via da p38 MAP cinase. NF-кB e CREB são activados de forma 
igual por ambas as formas lipoproteicas.(129) A via da ERK1/2 induz a expressão de 
genes envolvidos na proliferação celular e 
sobrevivência, já a activação prolongada 
da p38 MAPK, pelas VLDL-ox, pode levar 
a inflamação e morte celular. As regiões 
reguladoras de vários genes envolvidos 
na inflamação contêm os elementos de 
resposta ao CREB e ao AP-1 que 
apresentam a sua actividade estimulada 
pelas VLDL. (125) 
                                                        ( Adaptado de Libby,Circ.Res.2007) 
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Outro mecanismo parece ser a activação no NF-кB pela apoCIII através de 
uma proteína G, com transdução via PKC.(130, 131) Esta apolipoproteína activa os 
monócitos promovendo a sua aderência a células endoteliais,  (131), quer através do 
aumento de expressão de VCAM-1, ou diminuição da eNOS e activação do NF-кB. 
(130, 132) 
Como resultado final, ocorre uma maior libertação de citocinas, com carácter 
pró-inflamatório(133) e disfunção endotelial (adesão endotelial (134) e resposta 
inflamatória endotelial (125)).  
A activação dos genes responsáveis por esta resposta inflamatória parece ser 
mais potente nos indivíduos com hipertrigliceridémia, do que naqueles com 
normogliceridémia. (125) A activação do CREB, via p90RSK e MSK-1, também parece 
seguir o mesmo padrão. 
Não obstante dos estudos já efectuados permitirem estabelecer uma relação 
entre as lipoproteínas ricas em triacilglicerois e a inflamação, torna-se ainda 
necessário esclarecer alguns aspectos de transdução de sinal em causa, assim como 
clarificar até que ponto o NF-кB é sujeito a activação directa por parte das VLDL, além 
da activação basal que esta molécula, pivô da inflamação, mantém. 
Remanescentes 
Estas partículas, como as restantes lipoproteínas, estão relacionadas com a 
inflamação dependendo para isso da quantidade de apoE e apoB100 que aparece na 
sua composição. Derivam das VLDL e quilomicra, os maiores transportadores de 
triglicéridos do plasma. A acção da lipoproteína lipase e do CETP na VLDL e 
quilomicra produzem lipoproteínas remanescentes com menor quantidade de 
triglicéridos e aumento de esteres de colesterol e apoE. Em comparação com as 
lipoproteínas nascentes, ricas em triglicéridos, as remanescentes são mais pequenas, 
com maior densidade e mais esteres de colesterol, o que parece conferir-lhes mais 
propriedades potencialmente aterogénicas.(135) 
Sabe-se que os níveis de remanescentes são aterogénicos, modificando o 
risco cardiovascular, estando bem demonstrado na hiperlipoproteinémia de tipo III, em 
que existe deficiência da apoE, esta não se liga aos receptores de apoE e apoB, 
resultando numa clearance diminuída de partículas remanescentes (Mahley,1985) 
(136). A variante mais comum da apoE, apoE2(R158C), actua como um factor 
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desencadeante e que requer uma outra patologia para levar a uma acumulação de 
remanescentes (obesidade, hipotiroidismo, menopausa)(137, 138).A maior parte dos 
homozigotos para a E2 não tem alterações lipídicas. Esta variante da apoE também 
tem uma ligação deficiente ao LDLR (receptor de LDL), ao LRP (protein relacionada 
com o LDLR) e aos proteoglicanos de sulfato de heparano (HSPG). Diferentes 
variantes foram encontradas e o que as torna aterogénicas é a sua capacidade de se 
ligarem aos HSPG. 
(Adaptado de  Mahley,J Clin Invest.117:94-98(2007) 
O risco aterogénico está ligado à quantidade de partículas que ficam ligadas à 
íntima das paredes arteriais. Por sua vez, o endotélio é um órgão metabolicamente 
activo com importantes funções no controle do tónus vasomotor, permeabilidade, 
coagulação, crescimento de células de tecido muscular liso, e respostas inflamatórias 
(139, 140). Existe evidência de que as remanescentes podem induzir vários factores 
inflamatórios derivados das células endoteliais (141). Os factores inflamatórios são 
observados, por exemplo, nos doentes diabéticos, em que o aumento dos triglicéridos 
pós-prandial, se acompanha de aumento de TNF-α e IL-6, relacionados com o estado 
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inflamatório pós-prandial(135). O TNF-α pode induzir diminuição de sintetase 
endotelial de óxido nítrico, diminuindo assim a vasodilatação endotelial. Estes factores 
inflamatórios podem ter origem no recrutamento de monócitos e macrófagos, com 
aumento de MCP-1, no aumento de adipocinas do tecido adiposo, levando a um 
estado de inflamação crónica e, por fim, como já foi referido, a alterações na produção 
de citocinas pelas células endoteliais. Em outras situações inflamatórias, como a 
esclerose múltipla, o nosso modelo de estudo, também deverão verificar-se alterações 
de alguns destes parâmetros já referidos. 
LDL e Inflamação 
Durante a inflamação, além da alteração nos lípidos e lipoproteínas, também a 
composição destas muda (112). 
As alterações das LDL referem-se, especialmente, ao aumento das 
lipoproteínas mais pequenas e densas. Estas são aterogénicas dada a sua 
susceptibilidade à oxidação, e podem assim penetrar no endotélio e ligar-se aos 
proteoglicanos da íntima, melhor do que uma LDL de maiores dimensões. 
A afinidade para os receptores de LDL é também menor (maior quantidade de 
apoB100), diminuindo o seu catabolismo(142) Nigon F (113). O facto de serem 
oxidadas resulta em captação rápida pelos macrófagos, levando a maior acumulação 
de colesterol nestas células. 
A oxidação da LDL tem um papel muito importante na aterosclerose mas, para 
o nosso trabalho, tem mais interesse, embora não seja dissociável, o papel na 
inflamação. Os marcadores de peroxidação lipídica estão aumentados no soro de 
animais tratados com LPS (lipopolissacárido) (Memon, 2000) (143) sendo a LDL 
isolada destes animais mais susceptível à oxidação in vitro, levando à observação da 
resposta das LDL aos processos infecciosos. 
Outro marcador inflamatório, que se liga à LDL oxidada e aos fosfolípidos 
oxidados, é a Proteína C reactiva, já descrita anteriormente. Esta proteína aumenta 
também a recaptação pelos macrófagos, promovendo a formação de células 
esponjosas usando a LDL oxidada. (Chang, PNAS, 1999)(144) 
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Durante a infecção e inflamação, aumenta a sPLA2 (secretory nonpancreatic 
phospholipase A2) que hidroliza os fosfolípidos na LDL na posição sn-2, dando origem 
a ácidos gordos polinsaturados que podem por sua vez ser oxidados. 
No ser humano, a maior parte da actividade da PAF-AH associa-se à LDL 
(70%). Esta molécula degrada o PAF produzido em quantidade aumentada na 
inflamação e infecção, e hidroliza a fosfatidilcolina associada à lipoproteína, dando 
uma molécula aterogénica (REF) levando a pensar que, durante a reacção de fase 
aguda, existe realmente uma modificação das lipoproteínas tornando-as pró-
inflamatórias.(145) 
A LDL circulante está enriquecida em vários esfingolípidos incluindo 
esfingomielina, ceramida e GlcCer, durante esta fase inflamatória (REF). Quando a 
esfingomielina da LDL chega à parede arterial pode, em parte, ser convertida em 
ceramida pela esfingomielinase. A ceramida promove a agregação de lipoproteína, 
estimulando a captação de LDL pelos macrófagos. 
No endotélio, as LDL modificadas estimulam as células para exprimirem a 
MCP-1 (monocyte chemtatic protein) que, por sua vez, recruta monocitos da circulação 
para a parede arterial (146) (147). As LDL modificadas promovem ainda a 
diferenciação dos monocitos em macrófagos (148). Os macrófagos vão exprimir uma 
quantidade de receptores scavenger, com capacidade para se ligarem às LDL 
modificadas, tornando, como já foi dito, o macrofago em célula esponjosa. O 
macrofago secreta ainda uma quantidade apreciável de citocinas como o TNF-α e a 
IL-1, estimulando a produção de VCAM-1, ICAM-1e E-selectina. Estas proteínas de 
adesão celular ligam-se aos monócitos do endotélio, tornando-os disponíveis para a 
MCP-1. Os macrófagos também segregam factores de crescimento e 
metaloproteinases que levam a proliferação celular e destruição da matriz. 
Por outro lado, para o nosso trabalho, interessa também o papel das LDL 
oxidadas presentes na microglia e macrófagos em estádios precoces da EM (149). 
Quando há ruptura da BHE, as LDL oxidadas podem promover a activação da 
imunidade, desmielinização e toxicidade neuronal.(150)(Horkko 2000) 
Lp(a) 
Capítulo 3. Lipoproteínas e Esclerose Múltipla 




Esta lipoproteína, apesar de não ter sido estudada directamente no nosso 
trabalho, merece uma menção dadas as relações que tem com as LDL oxidadas, com 
o plasminogéneo e, portanto, com a inflamação. 
A Lp(a) é um complexo macromolecular agregado à LDL, com uma 
glicoproteína de grandes dimensões, ligada por uma ligação bissulfito à apoB100. Tem 
uma estrutura “multikringle” semelhante ao plasminogénio. A sua estrutura em 
“Kringles”, cada um com 80 aminoácidos é extremamente variável ao contrário da 
apoB100, tendo variações de tamanho e polimorfismos de origem genética e com 
base nas repetições de Kringles IV de tipo 2(151). 
De início, foi considerada como fazendo parte do mecanismo de transporte de 
colesterol de origem hepática, independentemente da dieta e metabolismo dos 
triglicéridos.(152) Sendo os principais destinos deste colesterol as gónadas, os níveis 
de hormonas sexuais poderiam exercer um efeito de retroacção negativa na síntese 
desta lipoproteína. 
O locus genético da apo(a) é o mesmo do plasminogénio, levando à inibição do 
mecanismo de fibrinólise por competição com o plasminogénio para os receptores nas 
células endoteliais, macrófagos, monócitos e fibrina, inibindo a produção de plasmina, 
inibindo a secreção de t-PA, inibindo a acção activadora do plasminogénio por parte 
deste.(153) 
A Lp(a) interage com as plaquetas através da GPIIb, contribuindo para um 
outro mecanismo de agregação plaquetária, independente da oxidação da LDL. 
Tal como a LDL, esta apoproteína poderá, no futuro, correlacionar-se com as 
alterações encontradas na esclerose múltipla. Alguns autores (154) compararam os 
níveis de Lp(a) durante as fases de actividade da doença em que se encontravam 
valores mais elevados desta apoproteína, e após terapêutica com interferão β 1, em 
que encontraram uma subida dos valores no primeiro ano de administração da droga. 
Estes factos podem explicar-se pela indução feita sobre a Lp(a) pela IL-6, sendo este 
efeito também modulado por outras citocinas, como por exemplo o interferão. 
Estes trabalhos reforçam pois a ideia de que existe uma interligação entre o 
metabolismo lipídico e imunitário. 
HDL e Inflamação 
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A lipoproteína de elevada densidade (HDL) é uma partícula esférica (diâmetro 
de Stokes 7.4-12 nm, densidade 1.063<d<1.21 g/ml) formada por um núcleo 
hidrofóbico (principalmente de ésteres de colesterol e uma pequena quantidade de 
triacilgliceróis) rodeado por uma mono camada de fosfolípidos, colesterol não 
esterificado e apoproteínas (155-158). Das últimas, destacam-se a apoA-I, apoA-II, 
apoA-IV, apoA-V, apoC-I, apoC-II, apoC-III, apoD, apoE, apoJ, apoM. Estas proteínas 
e enzimas como a lecitina: colesterol acil transferase (LCAT), a paraoxonase (PON-1 e 
PON-3) (159), fosfolipase A2 associada à lipoproteína (Lp-PLA2 ou PAF-AH) (160), 
glutatião selenoperoxidase (GSPx), proteína de transferência de fosfolípidos (PLTP) 
constituem, pelo menos, 30 % da lipoproteína (155, 161). A proteína de fase aguda 
positiva, amilóide sérico A (ASA), a α1-antitripsina, ceruloplasmina e o amilóide-β 
também podem ser transportados pela HDL, sobretudo durante a inflamação. (162, 
163) 
A função major, classicamente atribuída à HDL, é a promoção do efluxo de 
colesterol das células e o respectivo transporte para o fígado, o chamado “transporte 
reverso do colesterol”. Além de colesterol, lipopolissacáridos bacterianos e vitaminas 
também podem ser transportadas. Actualmente, outras funções são atribuídas à HDL 
de que se destacam as propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes, anti-apoptóticas 
e antitrombóticas. 
(Adaptado de Nofer et al., 2002(164)) 
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Propriedades Anti-Inflamatórias da HDL 
Esta função é mediada sobretudo através das proteínas e enzimas, 
permanentes ou transitórios, que constituem a partícula de HDL. De seguida, vão ser 
descritos os componentes da HDL e respectivas propriedades com relevância na 
Inflamação. 
APOPROTEÍNA A-I 
É um polipéptido com 243 aminoácidos e peso molecular de 28 KDa, secretada 
pelo fígado e intestino delgado na forma de pré-proteína (165-168). Aquela, sintetizada 
pelo intestino, é incorporada nas quilomicra e remanescentes conjuntamente com a 
apoA-IV. Ao atingirem a circulação sanguínea, estas proteínas são transferidas para 
as HDL.(169) 
Observa-se uma correlação entre os níveis de lipoproteínas ricas em triacilgliceróis, a 
HDL e o catabolismo da apoA-I (170). Aquando de baixos valores de quilomicra e 
VLDL, a actividade da CETP está diminuída, propiciando a formação de HDL’s ricas 
em ésteres de colesterol, esféricas e com elevada capacidade de fixação de apoA-I, 
como já referido, pelo menos duas moléculas, daqui resultam menos apoA-I 
dissociadas disponíveis para catabolismo renal. As HDL serão também em maior 
número. Quando elevados níveis de lipoproteínas ricas em triacilgliceróis estão 
presentes, verifica-se o oposto: 1) maior actividade da CETP; 2) consequente 
depleção HDL em ésteres de colesterol, com HDL’s mais pequenas e em menor 
número; 3) maior dissociação da apoA-I e 4) por fim, este aumento de apoA-I 
(Adaptado de Norata et al., 2006(171)) 
heart disease (CHD) [1e3]. Low HDL-C is the most
frequent dyslipoproteinemia in patients with pre-
mature myocardial infarction [4] and is an inde-
pendent predictor of recurrent coronary events
[5,6]. Furthermore raising HDL, decreases the inci-
dence of coronary artery disease [7]. However, in
addition to plasma levels, the composition and
the structure of HDL play a key role in the anti-
atherosclerotic activities. Th various HDL sub-
classes vary in quantitative and qualitative content
of lipids, apolipoproteins, enzymes and lipid trans-
fer proteins, resulting in differences in shape,
density size, charge and, eventually, function. In
fact remodeling of HDL due to chemical/physical
modifications can dramatically affect its functions,
lea ing to dysfunctional HDL that could promote
atherogenesis. The purpose of this review is to
present and discuss recent evidence regarding
the modifications of HDL and how they can affect
the anti-atherosclerotic properties of HDL. Physio-
logical function(s) of HDL will only be outlined and
for a more comprehensive review the reader is
referred to other publications [8,9].
Biological functions of HDL
The cardiovascular protective effects of HDL have
been mainly attributed to its role in reverse
cholesterol transport; however a number of ‘‘pleio-
tropic’’ atheroprotective effects of HDL are
emerging.
HDL and reverse cholesterol transport
(Fig. 1)
The inverse correlation between HDL cholesterol
levels and the risk for coronary heart disease is
often explained by the ability of HDL to remove
cholesterol from the periphery for delivery to the
liver and excretion into the bile, a process named
reverse cholesterol transport [10]. The concept of
reverse cholesterol transport provides the theoret-
ical framework for understanding body cholesterol
homeostasis [8].
Lipid-free Apo A-I and/or lipid-poor pre-b-HDL
particles are produced either in the intestine or
liver or shed from the surface of triglyceride-rich
lipoproteins (TGRL) during lipolysis. These parti-
cles initiate efflux of phospholipids and cholesterol
from cell membranes [8]. This process is facili-
tated by the adenosine triphosphate-binding cas-
sette transporter 1 (ABCA1) that moves cellular
lipids across the bilayer in a process requiring hy-
drolysis of ATP. As ABCA1 does not bind cholesterol
[11] it is believed to induce translocation of phos-
























Figure 1 HDL formation and reverse cholesterol transport. After secretion from liver or intestine Apo A-I is lipidated
via the interaction with ABCA1, generating nascent pre-b-HDL. Pre-b-HDL acquires free cholesterol from peripheral
cells and is converted to mature HDL, enriched in cholesteryl esters through the action of LCAT. Mature HDL are taken
up by the liver through SR-BI receptor.
372 G.D. Norata et al.
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livre leva a um aumento do seu catabolismo (170) 
A apoA-I desempenha múltiplas e vitais funções na HDL entre as quais:  
a) Estimula o efluxo de colesterol, promovendo o transporte reverso do 
colesterol (172, 173). Para este fim, interage com a ABCA1(174);  
b) É uma potente activadora da LCAT (175-177);  
c) Activadora da HL (178);  
e) Reduz a oxidação das LDL (179-181). A apoA-I inibe vários passos, 
necessários à formação de peróxidos lipídicos que promovem a 
inflamação. 
(Adaptado de Brewer, 2004(182)) 
APOPROTEÍNA J 
A apoJ, também conhecida como clusterina, é uma glicoproteína 
heterodimérica com 427 aa (183, 184) que se associa com a paraoxonase e ApoA-I, 
numa subpopulação específica da HDL. (185) A apoJ é uma proteína de fase aguda, 
elevando-se após a administração de endotoxinas ou IL-1.(186) Encontra-se elevada 
também nos processos de cicatrização e nas lesões ateroscleróticas.(187) effects. CETP-mediated transfer of CE decreases HDL levels
and increases CE in VLDL-IDL-LDL. The decreased HDL
levels would reduce the atheroprotective functions of HDL as
outlined and would thus be pro-atherogenic. If the increased
CE in LDL is taken up by vessel wall macroph ges to
increase foam cell formation, then this CETP activity would
also be pro-atherogenic. However, if the increased CE trans-
fer to VLDL-IDL-LDL instead results in transport of CE back
to the liver via the LDLr, then CETP would facilitate reverse
cholesterol transport, and this activity would be atheroprotec-
tive. Finally, CETP-mediated HDL remodeling during CE
transfer results in the production of lipid-poor apoA-I, which
can be used for ABCA1-mediated cholesterol efflux, an
atheroprotective process. The final result of this combination
of CETP activities, in terms of atherosclerosis, is not simple
to predict.
Studies in mouse models to evaluate the effect of CETP on
atherosclerosis have yielded conflicting results. Expression of
CETP in hypertriglyceridemic apoC-III transgenic mice re-
duced aortic atherosclerosis.36 Transgenic mice overexpress-
ing LCAT form large apoE-rich and CE-rich HDL, which
exhibit abnormal function. The accumulation of these large,
dysfunctional HDL particles was associated with significant
aortic lesion development;37 however, expression of CETP
reduced the CE-rich and apoE-rich HDL and decreased
atherosclerosis in LCAT-transgenic mice.38 These results led
to the concept of dysfunctional HDL as a potential mecha-
nism leading to increased atherosclerosis in the presence of
high HDL.38 In contrast, human CETP expression in apoE
knockout mice39 and simian CETP expression in cholesterol-
fed mice40 were associated with increased atherosclerosis,
suggesting that CE transfer into VLDL-IDL-LDL resulted in
an increase in atherogenic lipoproteins, which was not com-
pensated by increased reverse cholesterol transport.
The evaluation of patients with a complete absence of
CETP activity has provided insight into the potential pro-
atherogenic and antiatherogenic roles of CETP in humans.
Mutations in the CETP gene have been identified primarily in
Japan.41,42 The lipoprotein phenotype in homozygous CETP
deficiency includes a marked increase in large HDL particles
enriched in cholesterol, apoE, apoA-I, and apoA-II;43–45 the
increase in apoA-I and A-II was found to be caused by
delayed catabolism of this abnormal HDL particle.46 In vitro,
the large, apoE-rich HDL present in CETP-deficient subjects
had decreased ability to promote cholesterol efflux from
cholesterol-loaded macrophages, whereas HDL2 and HDL3
from these patients functioned as effective cholesterol accep-
tors.47 In addition, plasma LDL and apoB levels were
decreased in CETP-deficient subjects and the LDL was
polydisperse.48,49 Kinetic studies established that the decrease
in LDL was caused primarily by increased catabolism,
consistent with upregulation of the LDLr.50 LDL isolated
Figure 1. There are 3 major pathways by which HDL may mediate cholesterol efflux from cholesterol-loaded macrophages (left). The
first pathway, passive diffusion, involves exchange of FC between mature spherical !-HDL and the cellular membrane. Net cholesterol
efflux occurs after the conversion of FC to CE by LCAT. In the SR-BI pathway, free cholesterol is transported to mature spherical
!-HDL. The third pathway involves the ABCA1 transporter. In the ABCA1 transporter pathway, the preferred acceptor of cellular choles-
terol is poorly lipidated apoA-I, which binds to the ABCA1 transporter and facilitates the efflux of cellular cholesterol from the late endo-
cytic compartment,62 thereby decreasing the cholesterol content of the cell. The efflux of cholesterol and phospholipids from macro-
phages and other peripheral tissues results in the formation of pre"-HDL, which is ultimately converted to mature spherical !-HDL after
the esterification of FC to CE by LCAT. Right, Both the SR-BI and ABCA1 transporter pathways are regulated by the oxycholesterol
content of t e c ll. Excess cellular cholesterol is converted at least in part to 27-hydroxycholesterol by 27-hydroxylase.63
27-hydroxycholesterol binds to the ligand-stimulated transcription factor LXR, which, after dimerization with RXR, binds to the LXRE
promoter element and increases the expression of SR-BI and the ABCA1 transporter genes. Thus, both mature and pre"-HDL facilitate
the efflux of cellular cholesterol and participate in reverse cholesterol transport to the liver.
388 Arterioscler Thromb Vasc Biol. March 2004
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São funções conhecidas da apoJ: 
a) Regulação do complemento (188); 
b) Regulação da apoptose (189); 
c) Transporte lipídico (190); 
d) Protecção das membranas (191); 
e) Inibibe a oxidação das LDL (192). 
APOPROTEÍNA M 
É uma apolipoproteína de 188 aa, recentemente descoberta, pertencente à 
superfamília das lipocalinas e exclusivamente sintetizada pelo fígado e rim, associa-se 
predominantemente à HDL.(193, 194) 
São funções prováveis para apoM: 
a) Anti-aterogénica. Parece desempenhar um papel importante nas 
fases iniciais do metabolismo HDL, nomeadamente no efluxo de 
colesterol (195); 




A PAF-AH plasmática é um enzima monomérico de 43 KDa secretada 
sobretudo pelos macrófagos. Aproximadamente 70% deste enzima encontra-se 
associado às LDL, enquanto o restante se associa às HDL. 
O PAF é um fosfolípido biologicamente activo envolvido na inflamação, 
anafilaxia e reprodução. Este é inactivado pela PAF-AH, que remove o grupo acetil da 
posição sn-2 do PAF. 
Este enzima regula os níveis de PAF plasmáticos desempenhando funções: 
a) Anti-inflamatórias (198); 
b) Anti-alérgicas (199); 
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c) Antioxidantes, pela metabolização dos fosfolípidos oxidados, 
facilitando a hidrólise de ácidos gordos de cadeia curta oxidados da 
posição sn-2 (199, 200).  
 
PARAOXONASE 
A paraoxonase-1 (PON-1) é um enzima, secretado pelo fígado, de 354 aa, com 
uma massa molecular de 43KDa.(201) A PON-1 pode ligar-se reversivelmente aos 
organofosforados, procedendo à sua metabolização. Constitui assim, o principal meio 
de protecção do sistema nervoso contra a neurotoxicidade provocada pelos 
organofosforados que entram em circulação, visto estes causarem inibição irreversível 
de importantes enzimas, como a pseudocolinesterase e acetilcolinesterase. Foi neste 
contexto que a PON-1 foi descoberta e o seu nome reflecte a sua capacidade para 
hidrolizar a paraoxona, um metabolito do insecticida paratião. 
Na HDL pensa-se que a PON-1 hidrolise os fosfolípidos de cadeia curta 
oxidados provenientes das LDL.(202) Para a actividade e estabilidade deste enzima é 
crítica a interacção com a ApoA-1.(203). Nalgumas doenças autoimunes como o lúpus 
eritematoso sistémico existe diminuição dos níveis da PON acompanhando anticorpos 
antiHDL,(204) podendo também neste contexto estar alterada na EM 
São funções da PON-1: 
a) Antioxidante. Pela hidrólise de peróxidos lipídicos(202) e de 
peróxido de hidrogénio(163);  
b) Hidrólise da homocisteína tiolactona;(205, 206) 
c) Promoção do efluxo de colesterol via ABCA1; (207)  
d) Anti-inflamatória. Pelo bloqueio dos efeitos pró-inflamatórios das 
LDL moderadamente oxidadas, conduzindo a uma menor expressão 
de MCP-1 e, por conseguinte, inibição da quimiotáxia monocitária. 
(147)   
PROTECÇÃO ENDOTELIAL 
O papel das células endoteliais durante a inflamação é crítico e de particular 
importância nas doenças inflamatórias. 
Além da promoção do efluxo de colesterol e da acção antioxidante, a HDL 
constitui um importante estímulo anti-inflamatório nas células vasculares. 
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A HDL inibe, a nível transcripcional, a expressão induzida por citocinas de 
moléculas de adesão celular como a E-Selectina, V-CAM e I-CAM. (208, 209) Estes 
efeitos parecem ser modulados pelos lisoesfingolipidos, presentes na HDL, 
particularmente a esfingosina-1-fosfato (S1P). (160, 210) Outros efeitos da HDL são 
hoje também atribuídos à S1P:  
a) Inibição da expressão de moléculas de adesão celular, que 
conduzem a menor interacção dos monócitos com as células 
endoteliais e musculares lisas (208, 209); 
b) Inibição da apoptose de células endoteliais (211);  
c) Indução da eNOS(212) e PGI2(213);  
d) Antagoniza o efeito inibitório sobre o vaso-relaxamento induzido pela 
lisofosfatidilcolina, um dos produtos mais importantes da oxidação 
das LDL(214); 
e) Inibição da migração de células musculares lisas induzida por 
factores de crescimento(215, 216);  
f) Estimulação da vasculogénese(217).  
Estes efeitos são mediados pelos receptores S1P1, S1P2 e S1P3  
(Adaptado de Alenezi, et al., 2004 (218)) 
A prostaciclina (PGI2) é outro vasodilatador produzido pelo endotélio, que actua 
em sinergia com o NO. A sua síntese parece ser estimulada pelas HDL(213). A 
molecules is still controversial. Conditions affecting both
HDL structure and function, notably acute phase reactants,
such as ceruloplasmin and serum amyloid A, might displace
apoA-I, apoA-II, paraoxonase, and PAF-AH in HDL, and thus
decrease the anti-inflammatory effects of HDL [14].
The development of apoA-I peptidomimetic compounds
orally administered, shows strong anti-inflammatory effects
in animal models and offers a therapeutic avenue that
appears to be independent of the cholesterol content of
HDL [15].
Vascular effects
The interactions between HDL and vascular endothelial cells
are complex and poorly understood. Some well-documented
mechanisms involvingHDL and vascular endothelial cells are
shown in Fig. 3. Elevated HDL cholesterol in human has been
associated with nitric oxide (NO)-dependent vasorelaxation.
The decrease in endothelium-dependent vasorelaxation
caused by oxidized LDL can be reversed by the presence of
HDLs [16]. Recent data suggests that HDL cholesterol is an
important mediator of vascular endothelial cell caveolae
function and affects the regulation of endothelial nitric oxide
synthase (eNOS), which produces NO, and its translocation
to caveolae [17]. HDL induces the activation of eNOS and
the release of NO in a SR-B1 dependent fashion [18].
Drug Discovery Today: Disease Mechanisms | Metabolic diseases Vol. 1, No. 2 2004
Figure 2. Antioxidant properties of HDL against LDL oxidation (LDL-
ox). Oxidized LDLs play a major role in the development of athero-
sclerosis. During the LDL oxidation process, hy roxyperoxyoctadecadie-
noic acid and hydroperoxyeicosatetraenoic acid, generated by 12-
lipooxygenase, are catalysts for the formation of oxidized phospholipids
(Ox-PLs), which include 1-palmitoyl-2-glutaroyl-sn-glycero-3-phosphor-
ylcholine (POVC) and 1-palmitoyl-2(5-oxovaleroyl)-sn-glycero-3-phos-
phorylcholine (POVPC), responsible for atherogenic effects of oxidized
LDL. HDL uptakes and degrades HPODE and HPETE in an enzymatic
process involving paraxonase, platelet-activati g factor (PAF)-acetylhydro-
lase, or glutathion peroxidase carried by HDL. ApoA-I and J, as well asa-
tocopherol (a-Toc) in HDL act as antioxidants preventing oxygen species
(O2!, HO!) to form lipid hydroperoxides (LOOX) and oxidized choles-
teryl ester (CE-OOX) present in oxidized LDL. PLs, phospholipids; FFAs,
free fatty acids; CE, cholesteryl es rs; TG, triglycerides. Adapte from[5].
Figure 3. HDL and vascular endothelial cell functions. HDL protects vascular endothelial cells by antiatherogenic mechanisms. First, HDL stimulates
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in a SR-B1-dependent fashion and the release of nitric oxide (NO), which induces vasorelaxation. Second, HDL
interferes with the sphingolipid signaling by inhibiting the sphingosine 1-phosphate kinase and the production of S1P, required for the activation of nuclear
factor (NF)-kB associated with the atherogenic expression of cell adhesion molecules in endoth lial cells. Third, the phospholipid components sphingosine 1-
phosphate (PL S1P) in HDL mediate the antiatherogenic cell migration and survival via the G-protein-coupled S1P receptors [endothelial differentiation gene
(EDG)-1/S1P1 and EDG-3/S1P3] activated by HDL. Although S1P1 is required for HDL-induced cell survival and proliferation through the extracellular signal-
regulated kinase (ERK) pathway, both S1P1 and S1P3 are essential for cell migration through the phosphatidyl inositol 3-kinase (PI3-K)/Akt kinase (protein
kinase B, PKB) and p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways. G, heterotrimeric G-protein; rac, Rho family GTP-binding protein.
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síntese de PGI2 depende de dois factores. Primeiro, HDL suprime as células 
endoteliais com ácido araquidónico (213). Segundo, a HDL induz a síntese de 
cicloxigense 2, que é um enzima crucial para a síntese de prostanoides pelas células 
endoteliais(209).  
A HDL parece ainda modular a síntese de dois importantes factores 
endoteliais: a endotelina-1(219) e o péptido natriurético C(220). Este último promove a 
vasodilatação, inibição da proliferação das células musculares lisas e também a 
inibição da secreção de ET-1. 
Outra característica muito importante das HDL é a sua forte actividade 
antitrombótica. Sobre a hemostase primária salienta-se efeito ser mediado pelo NO, 
PGI2, mas também pela redução de PAF produzido pelas células endoteliais (221). 
Por outro lado, como já referido atrás, a HDL transporta enzimas como a LCAT, PAF-
AH e PON-1, todas capazes de catabolizar o factor activador plaquetário. Foi ainda 
demonstrado que a HDL inibe a secreção dos α grânulos e grânulos densos, mediada 
pelo ADP e trombina (222, 223). A HDL também mostrou ser capaz de inibir a ligação 
do fibrinogénio às plaquetas induzida pela trombina. Existe uma relação inversa entre 
os níveis de HDL e o factor de von Willebrand. 
Relativamente à hemostase secundária e terciária, salienta-se a inibição da 
activação do factor X (224), estimulação da activação da APC (164) e uma aparente 
correlação negativa com os níveis de t-PA e PAI-1(225). 
Propriedades Pró-Inflamatórias da HDL 
 Um corpo crescente de evidências sugere que, em situações próprias, as HDL 
tornam-se disfuncionais, facilitando o recrutamento leucocitário e fenótipos de 
activação celular. Portanto, a HDL pode perder as suas propriedades protectoras e 
tornar-se pró-inflamatória num contexto de inflamação sistémica, tal como provaram 
van Lenten e colaboradores (62) ao demonstrarem diminuição das propriedades 
antinflamatórias num contexto de resposta de fase aguda. 
Múltiplas doenças que têm sido associadas a HDL disfuncionais incluem 
doença coronária, síndrome metabólica, doença renal crónica, apneia obstrutiva do 
sono, cirurgia, infecções e algumas doenças reumatológicas. A título de exemplo, é 
hoje sabido que uma sépsis ou mesmo uma infecção por vírus influenza podem 
diminuir a concentração de HDL em 50% (226). 
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 Múltiplos mecanismos conferem características pró-inflamatórias à HDL. 
Nos tópicos seguintes serão apresentados aqueles que mais consenso apresentam na 
actualidade.  
GLICAÇÃO DA HDL 
A glicação parece contribuir para a génese destas características anómalas. A 
glicação parece ter particular importância no contexto de diabetes e resistência à 
insulina. Hedrick e colaboradores(227) demonstraram que a incubação da PON-1 
numa solução de glicose diminuía a actividade deste enzima em 35%. Assim, este 
grupo demonstrou que a glicação enzimática afecta consideravelmente a capacidade 
antioxidante da HDL. 
MODIFICAÇÃO DA HDL PELA MIELOPEROXIDASE 
Um trabalho recente demonstrou a modificação da apoA-I, quer na circulação 
sistémica, quer nas placas ateroscleróticas, pela mieloperoxidase, que cataliza a 
nitração e clorinação desta molécula (228). Esta alteração parece ocorrer com alguma 
selectividade, já que os níveis de nitrotirosina e clorotirosina encontrados na ApoA-I 
plasmática são cerca de 100 vezes superiores àqueles encontrados noutras proteínas 
típicas (1). A formação destes aductos em resíduos de tirosina diminuem, de forma 
acentuada, a capacidade de a ApoA-I promover o efluxo de colesterol via a ABCA1 
(228). Os processos funcionais subjacentes a esta situação parecem ser a diminuição 
da ligação lipídica à apoA-I e a diminuição da actividade da ABCA-1 nos macrófagos 
(229). 
Apesar de já se conhecerem os resíduos de tirosina que são alvo de nitração e 
clorinação, Y166 e Y192, nas hélices 7 e 8, respectivamente, e que esta se dá de 
 
(Adaptado de Nicholls 
et al., 2005(1)) 
 
(Adaptado de Nicholls 
et al., 2005(1)) 
 
(Adaptado de Nicholls et al., 2005(228)) 
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forma dose-dependente, primeiro o resíduo Y192(1), a relação entre estes locais e as 
alterações das funções da HDL e ApoA-I ainda permanecem por esclarecer. Embora 
haja uma correlação entre estas modificações e a perda funções da HDL, ainda não foi 
possível estabelecer uma relação causal. Continua também por determinar se existem 
vias alternativas, independentes à mieloperoxidase, capazes de provocar a nitração da 
HDL. 
Lípidos e Patogenia da Esclerose Múltipla 
Introdução 
A patologia da EM é normalmente descrita como um processo auto-imune 
levando a desmielinização, que tem como base a lesão da mielina por autoanticorpos. 
O aspecto autoimune está documentado no que diz respeito às proteínas da mielina 
mas a imunidade lipídica está menos estudada(230-233). No entanto, o conhecimento 
dos lípidos que fazem parte da constituição da mielina, são muito importantes para a 
compreensão do desenvolvimento de anticorpos durante a desmielinização 
inflamatória.(230) 
A mielina contém cerca de 70 a 80 % de lípidos. A constituição em triglicéridos, 
ácidos gordos livres e esteres de colesterol é mínima. Estes últimos só se acumulam 
num breve período antecedendo a mielinização ou em condições patológicas. Os 
fosfolípidos e colesterol são mais abundantes na substância branca do que na 
cinzenta. (Sena, 1983). Cerca de 50% dos lipídos totais da substância branca 
pertencem à constituição da mielina. No início do desenvolvimento, a composição da 
substância branca e cinzenta é a mesma mas, depois, graças à maior quantidade de 
galactolípidos que se acumulam na substância branca, esta passa a ter uma 
percentagem de 25 a 30%, enquanto na substância cinzenta temos 5 a 10%. Em 
contraste, os fosfolípidos são mais abundantes na substância cinzenta (70%), onde os 
gangliósidos estão largamente concentrados. 
Os neurónios estabelecem as suas conexões morfofuncionais através de 
sinapses concentradas na substância cinzenta. Entre essas áreas encontra-se a 
substância branca onde os axónios são envolvidos pela bainha de mielina, embora 
esta também envolva axónios na substância cinzenta. (Sena A, Ferret-Sena V.,2010, 
para publicação). Na EM, o processo de desmielinização atinge a substância branca e 
algumas áreas da substância cinzenta, sendo as lesões independentes(234). Existe 
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também um processo de degenerescência neuro-axonal independente da 
desmielinização(25). 
Os axónios possuem um complexo citoesqueleto necessário para a integridade 
metabólica, morfológica e funcional do neurónio através de transporte axonal e 
fundamental para a plasticidade sináptica e processos regenerativos (Sena A, Ferret-
Sena V.,2010, para publicação). 
Também os neurónios e os oligodendrócitos, por estímulos inflamatórios, 
expressam moléculas MHC (major histocompatibility complex) classe I permitindo a 
apresentação antigénica a células TCD8+. Outro mecanismo prende-se com o 
colesterol neuronal, envolvendo os astrócitos. O seu derivado, 24 S-hidroxicolesterol 
(24S-OH), é específico do cérebro e com origem primáriamente nos neurónios. Sendo 
excretado e doseado no soro é um sinal inibitório para a síntese do colesterol pelos 
astrócitos, que são a principal fonte desta molécula para a sinaptogénese e a 
regeneração axonal, sendo associado ao processo neurodegenerativo(235). Os níveis 
de 24S-OH alterados encontram-se nas demências vasculares, doença de Alzheimer e 
EM. O transporte no cérebro faz-se sobretudo à custa da apoA-1 e apoE as 
apoproteinas mais abundantes no liquor. Os astrócitos são indispensáveis para a 
sinaptogénese, sintetizam colesterol, que associado à apoE, é fornecido aos 
neurónios. 
A apoE tem sobretudo origem astrocitária, mas também será sintetizada pela 
microglia, oligodendrócitos e também pelos neurónios (pelo menos em certos 
contextos). 
A sua produção por estas células está aumentada em situações de lesão, 
activação inflamatória ou por estimulação pelo Aβ e terá um papel regenerativo 
neuronal e anti-inflamatório. 
A isoforma E 4 fornecerá menor capacidade trófica ou regenerativa e não só na 
sua expressão neuronal. 
Apresentamos de seguida, em mais detalhe, as relações da apoE com a 
EM.ApoE na Esclerose Múltipla 
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A apoproteína identificada em 1973, bioquimicamente, teve o seu papel 
definido enquanto ligada a partículas contendo fosfolípidos e colesterol, e na ligação 
específica a receptores de membrana na regulação do metabolismo lipídico.  
Esta apolipoproteína, das menos abundantes no plasma, existe em todas as 
Lipoproteínas excepto nas mais pequenas LDL (138). 
Depois de ser secretada como componente da VLDL a apoE redistribui-se, 
enriquecendo as quilomicra, as remanescentes e as HDL. 
A apoE tem múltiplas funções, tais como, interagir com a lipase hepática para 
modular a lipólise dos triglicéridos, ligar-se ao sulfato de heparano, à LRP (receptor da 
proteína de ligação à LDL) e à proteína com ele relacionada para facilitar a 
internalização das lipoproteínas plasmáticas. Está também associada à maturação da 
HDL (Koo,1985). Existe ainda uma apoE não associada a lipoproteína, produzida 
pelos hepatócitos e macrófagos que assegura a pronta disponibilidade do ligando para 
as remanescentes que aumentam, permitindo uma recaptação mais eficaz destas 
partículas (Ji 1994a). 
No meio intracelular, ainda podemos considerar as funções da ApoE 
biologicamente relevantes parecendo contribuir para a incorporação dos triglicéridos 
nas lipoproteínas para formar VLDL (236). 
A apoE internalizada pode escapar à via de degradação lisossomal podendo, 
assim, contribuir para a secreção de lipoproteínas, captação das remanescentes e 
efluxo de colesterol da célula (237). 
É um factor importante no transporte, captação e redistribuição do colesterol, 
sendo um aspecto da remodelação e reparação do tecido neuronal. 
Esta proteína, normalmente estudada no metabolismo lipídico, tem 299 
aminoácidos, 34-kDa, tem 3 isoformas, designadas E2, E3, E4, codificadas por alelos 
distintos no cromossoma 19.  
As isoformas distinguem se pela troca de um único aminoácido no resíduo 112 
e 158: E3 (Cys112 Arg158), E4 (Arg112 Arg158) e E2 (Cys112 Cys158). 
A frequência do alelo ApoE4 foi associada ao aparecimento de doença de 
Alzheimer em idades mais jovens e com prognóstico pior em doenças 
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neuroinflamatórias como a esclerose múltipla. A apoE4 é também associada com pior 
prognóstico nas lesões cerebrais por traumatismo e ao aumento da resposta 
inflamatória nos doentes com bypass cardiopulmunar. 
A função da ApoE no metabolismo lipídico resulta da associação com 
lipoproteínas e a sua acção é mediada pela ligação aos receptores das LDL.(238) A 
apoE é um ligando para os 7 membros da família dos receptores de LDL (LDLR)(239). 
Estes são: o receptor 2 da apoE (ApoER2), o receptor das VLDL (VLDLR), o factor de 
crescimento epidermóide (EGF), a proteína de repetição (MEGF7), a megalina, a 
proteína relacionada com a LDL (LRP1), a proteína relacionada1-b (rpl1b). 
Papel da apoE na Inflamação 
Esta apolipoproteína é que o SNC produz em maior quantidade nos astrócitos. 
De uma forma independente do seu papel no metabolismo lipídico, a apoE modula as 
respostas de imunidade inata e adquirida in vivo e in vitro.(240) O mecanismo pelo 
qual a apoE exerce essas funções permanece controverso. 
A apoE parece ligar-se a receptores de alta afinidade e iniciar uma resposta de 
sinal dependente do Ca nas células imunocompetentes(241).  
A apoproteína desempenha um papel na modificação das respostas 
inflamatórias no cérebro, de tal modo que, o ratinho transgénico com expressão de 
apoE4 tem aumentos significativos das citocinas pró-inflamatórias TNFα e IL6, 
comparados com os que expressam apoE3, sugerindo um efeito específico desta 
isoformas nas propriedades imunomoduladoras da ApoE (242). As isoformas desta 
apoproteína, estudadas na neurite experimental, parecem ter um papel na 
estabilização do citoesqueleto, especificamente na reunião dos microtubulos (243), 
sendo que a ApoE 3 estimula a polimerização da β tubulina e estabiliza a formação de 
microtúbulos nas culturas de neurónios, enquanto a destabiliza a reunião dos 
microtúbulos(244) . 
ApoE na Neurodegerescência 
A apoE tem um papel imunomodulador modificando as respostas inflamatórias 
no SNC e este alelo está associado com doença degenerativa do SNC como a doença 
de Alzheimer em idade mais jovem e também no aparecimento de doença 
cardiovascular. 
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Tem sido posta a hipótese das isoformas da apoE afectarem a formação da 
placa amilóide, o metabolismo da proteína amilóide β(Aβ) ou ambos. 
A apoE4 livre forma um complexo estável in vitro com a proteína Aβ, enquanto 
isso não acontece com a ApoE3. 
No entanto, as isoformas referidas, quando ligadas aos lípidos, comportam-se 
de modo inverso em termos de ligação às placas de amilóide, talvez por isso a apoE3 
seja um dos mecanismos que impede a acumulação de Aβ neurotóxicas, dado que 
são eliminadas através da ligação à apolipoproteína. 
A apoE está associada à existência de placas amiloidóticas no cérebro dos 
doentes com Alzheimer, sabendo-se que a apoE4 forma complexos insolúveis com o 
péptido Aβ, e que a apoE3 é muito menos reactiva  será um facto que explica   os  
agregados de miofibrilas encontrados nestes doentes e que evoluem para placas. 
Além destes mecanismos, o facto de a isoforma E3 ter funções como 
antioxidante, o que não acontece com a E4, foi estudado no ratinho transgénico que 
expressa E4 nas células do hipocampo. Nestas, encontram-se mais lisossomas os 
quais, por vezes, sofrem ruptura de membrana e saída dos enzimas lisossomais para 
a célula, dando origem a vacúolos e, posteriormente, fenómenos de apoptose e 
degenerescência neuronal.(245) 
Os mecanismos de inibição do enzima de degradação da Aβ, neprisilina, nos 
ratinhos que expressam apoE3 e apoE4, resultam em aumento da Aβ no cérebro. A 
nucleação e a agregação de Aβ no cérebro dos ratinhos foram afectadas pelo tipo de 
genótipo ApoE4 e estão associados a deficits cognitivos.(246) 
ApoE e Esclerose Múltipla 
Dado que a reparação do tecido neuronal e a imunomodulação são 
responsáveis pela restauração das funções do SNC depois das recidivas da esclerose 
múltipla, o genótipo da ApoE poderá influenciar a evolução clínica da EM. De um 
modo geral, a apoE 3 e apoE 2 são eficazes na protecção e reparação do tecido 
neuronal, enquanto a apoE4 não parece ser eficaz.(247) 
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A apoE 3 liga-se à proteína tau impedindo a fosforilação desta. A 
hiperfosforilação leva a uma impossibilidade de ligação aos microtúbulos e leva a 
depósitos de proteína tau intracelulares (aglomerados neurofibrilhares). 
Vários estudos defendem a teoria que diz ser o alelo apoE4 mais comum nos 
doentes do que na população controle e Hogh et al confirmaram a hipótese. Os dados 
estatísticos dos artigos consultados (242) não demonstram associação entre os vários 
tipos clínicos e este alelo. Fazekas et al encontraram número de recidivas maior nos 
possuidores de apoE4, mas outros discordam, mesmo na mesma população. 
Esta associação foi comprovada por alguns estudos mas a maior parte não 
permitiu estabelecer um nexo de causalidade. Seria melhor aumentar o número de 
amostras com apoE 4, em doentes de EM, e fazer estudos prospectivos que serão 
mais precisos, obtendo dados mais fiáveis (242). 
Os compostos no tabaco e a própria nicotina têm efeitos imunossupressores 
sistémicos, inibem activação da microglia, inibem o recrutamento de neutrófilos 
durante a inflamação. 
Metabolismo Lipídico e Esclerose Múltipla 
O metabolismo lipídico é crucial para a mielinização porque os lipídos são 
fundamentais para a síntese e manutenção da membrana de mielina e os estudos 
genéticos revelam novas facetas da mielinogénese e sua manutenção, relevantes para 
a EM. Por exemplo, a inactivação da esqualeno sintetase interrompe a síntese de 
colesterol nos oligodendrócitos levando a hipomielinização do SNC, a qual melhora 
com a idade talvez devido a transferência de colesterol de células não afectadas(248). 
Poderíamos mencionar outras alterações, mas recentemente interessa nos o enzima 
fosfolipase A2 (PLA2), que hidroliza fosfolípidos para libertar ácidos gordos e 
lisofosfolípidos e parece estar relacionado com a inflamação e desmielinização.(249). 
A inibição PLA2 reduz a hidrólise de fosfolípidos e a libertação de ácidos 
gordos pró-inflamatórios, podendo tornar-se um alvo para terapêutica de EM.(230). 
A partir dos anos 50, muitos estudos foram efectuados na mielina e substância 
branca desta doença, suportando a hipótese de uma maturação anormal da sua 
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composição, incluindo lipídica, poder susceptibilizar o desenvolvimento de uma 
reactividade imunitária(250). 
Mais relevantes para a abordagem do nosso trabalho são os estudos 
observando alterações séricas associadas ao metabolismo lipoproteico e dos ácidos 
gordos. 
Estes trabalhos observaram alterações no perfil lipoproteico e actividade da 
paraoxonase-1(251, 252), da concentração de apoE (253) e da composição em ácidos 
gordos que ficam associados à actividade ou forma clínica da EM. Foi ainda 
observada a presença de LDL oxidada de origem plasmática nas lesões de 
desmielinização (150) e sua participação no controlo do processo 
neuroinflamatório(254). 
Os ácidos gordos polinsaturados foram utilizados como opção terapêutica na 
EM e outras doenças inflamatórias autoimunes. Alguns estudos tentaram demonstrar a 
relação entre alimentação em gorduras saturadas e o risco de desenvolvimento de 
EM, (255, 256). Algumas conclusões têm sido pouco consistentes, dado que,só mais 
tarde, foi contemplada a hipótese de a quantidade de vitamina D ter influenciado os 
resultados, como já foi referido no capítulo de introdução deste trabalho. No entanto, 
parece haver uma relação benéfica entre os ácidos gordos ómega 6 e ómega 3 e o 
seu potencial efeito anti-inflamatório, pela inibição competitiva do ácido araquidónico, 
cujos metabolitos são pró-inflamatórios (257). Por outro lado, a produção de 
prostaglandinas anti-inflamatórias E1 e E2, derivadas do ácido ómega 6, pode inibir a 
interleucina 2 e o interferão γ, podendo inibir também a função linfocitária através da 
diminuição de citocinas pró-inflamatórias (258, 259). Podem ainda ser agonistas de 
receptores activados dos proliferadores de peroxisomas (PPARs) (260), que regulam 
os genes da inflamação e de alguns passos do metabolismo lipídico. Apesar de todas 
estas evidências bioquímicas, serão necessários mais estudos. 
Foram estudados, desde há vários anos, os lípidos na EM para tentar 
determinar o seu papel nos anticorpos antimielina. Os glicoesfingolípidos têm papel 
importante nas patologias neurológicas (261), assim como os mais recentes 
cerebrósidos acetilados, (262) e anticorpos monoclonais que promovem remielinização 
e saem do âmbito deste trabalho. 
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Fundamentos e Objectivos de Estudo 
Das revisões atrás efectuadas, poderemos aqui fazer uma breve síntese e 
comentário crítico, fundamentando os objectivos do nosso trabalho. 
A EM é uma entidade patológica e clínica heterogénea. É sobretudo modulada 
por linfócitos T mas, para a sua patogénese contribuem variadamente outras células 
do sistema imunitário. 
Desconhecem-se as causas da reactividade celular imunitária, sendo para 
alguns autores, possível que estas sejam secundárias a uma susceptibilidade ou 
disfunção metabólica. 
Na sua forma ou estádio mais frequente de surto-remissão, há substancial 
evidência patológica e terapêutica para a importância da infiltração celular do SNC 
através da lesão da barreira hemato-encefálica. 
Contudo, este panorama não é evidente numa fase secundária progressiva e 
nas formas primárias progressivas. Para estas formas ou estádios de evolução 
progressiva das incapacidades e não associadas a surtos, tem-se responsabilizado a 
persistência de um processo inflamatório crónico de disfunção da imunidade inata. 
Nestas formas ou estádios predomina um processo neurodegenerativo. 
Noutras doenças, tidas como primariamente neurodegenerativas, como a 
Doença de Alzheimer e a de Parkinson, tem sido recentemente realçada a importância 
dos mecanismos inflamatórios para a sua patogénese. No entanto, hoje é aceite que o 
processo neurodegenerativo se inicia também nas fases mais precoces da EM com 
surto-remissão. Não estará também uma disfunção inflamatória implicada 
primariamente na sua génese e reactividade da imunidade adaptativa e exacerbações 
clínicas da doença? Havendo uma estreita interacção dos mecanismos imunitários 
com os metabólicos, não poderá existir uma alteração do metabolismo, associada a 
eventual susceptibilidade à doença? No fundo, o interferão β é uma citocina fisiológica 
libertada por expressão das células da imunidade inata e a sua administração 
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terapêutica tem um efeito acentuado na redução do número e severidade dos surtos 
na maioria dos doentes. O sucesso destas terapêuticas evidencia a importância dos 
mecanismos de imunidade inata na regulação das fases iniciais, e mecanismos auto-
imunes da doença. 
Por outro lado, a ineficácia do interferão β em controlar o processo 
neurodegenerativo realça a persistência e não resolução da disfunção inflamatória e 
eventualmente metabólica, associada à génese da doença. É o processo 
neurodegenerativo, e não os episódios de surtos clínicos, que tem sido recentemente 
sublinhado como o mais conotado com a progressão das incapacidades neurológicas, 
que é por isso pouco afectado pelas terapêuticas actuais. 
Entre as alterações metabólicas, associadas ao processo inflamatório, 
realçámos as relacionadas com o metabolismo do colesterol, lipídico e lipoproteico. 
Estas estão largamente documentadas na aterosclerose e doença vascular isquémica. 
Contudo, mais importante do que isso para a nossa temática, existe crescente 
evidência para um papel crucial desse metabolismo na regulação em geral das 
respostas imunitárias e, em particular, de uma sua alteração poder ser o factor de 
susceptibilidade ao desenvolvimento da EM. 
Perante este “estado da arte”, com o nosso trabalho pretendemos contribuir 
para o esclarecimento do papel do metabolismo lipoproteico, nos processos 
inflamatórios da EM. 
Para o efeito, utilizámos essencialmente duas estratégias. Por um lado, a 
análise dos doentes clinicamente estacionários e, previamente a qualquer terapêutica 
imunomoduladora, comparativamente a sujeitos controle, clinicamente normais e de 
idade não significativamente diferente Por outro lado, a análise dos parâmetros 
inflamatórios e lipoproteicos nos doentes, antes da terapêutica com interferãoβ, e 
comparativamente com a sua análise nos mesmos doentes após terem iniciado um 
tratamento. Para alguns marcadores, tivemos oportunidade de aprofundar o seu 
significado com a análise em contextos particulares, ou seja, sua relação com surtos 
clínicos, a severidade da progressão das incapacidades ou a presença de anticorpos 
neutralizantes da acção do interferãoβ (NAb’s). Devido à frequência desta patologia no 
sexo feminino, as vantagens de uma homogeneidade da população em estudo e a 
influência de variáveis associadas ao sexo na patogenia da doença e nos marcadores 
Capítulo 4. Fundamentos e Objectivos de Estudo 





bioquímicos avaliados, o nosso trabalho reporta-se, quase exclusivamente, a doentes 
daquele sexo. 
Uma particular atenção foi dada à presença de hábitos tabágicos devido à sua 
possível interferência no resultado das análises efectuadas e à sua recente implicação 
com o risco para o desenvolvimento e, possivelmente, progressão da própria EM.  
Pelas razões expostas nos capítulos precedentes, este trabalho expõe os 
resultados das determinações analíticas bioquímicas de alguns parâmetros 
seleccionados e seu possível significado nos mecanismos da inflamação e no 
metabolismo lipoproteico. 
Como marcadores de metabolismo inflamatório estudámos: fibrinogénio, 
ferritina, LDL oxidadas, ácido úrico, neopterina, leptina e adiponectinas. 
Para o estudo do metabolismo lipoproteico, determinaram-se a concentração 
de triglicéridos, colesterol total, LDL, HDL, colesterol das partículas remanescentes, 
apoA-1, apoB, apoE e fenótipos da apoE. 
Com a análise do fibrinogénio e ferritina pretendemos inquirir dois dos 
mecanismos actualmente mais invocados para a patogénese da doença mas de 
significado desconhecido para os mecanismos de acção do interferão β. Por um lado, 
a implicação da cascata da coagulação e fibrinólise, em partícular, no processo 
lesional da barreira hematoencefálica. Por outro lado, a implicação do metabolismo do 
ferro e as suas relações com a actividade da heme oxigenase, sugerido por prévios 
trabalhos estar diferentemente alterada nas formas com surtos relativamente às 
formas primárias progressivas. Com o ácido úrico e LDL oxidada inquirimos o 
significado do stress oxidativo na sua patogénese e intervenção terapêutica. 
A avaliação da LDL oxidada oferece-nos, para além disso, um elo elevado de 
reflexão sobre as relações do processo inflamatório com o metabolismo lipoproteico, a 
principal temática do nosso trabalho. 
Estas relações são reguladas pela leptina e adiponectina. Publicações de 
outros autores têm implicado a leptina na génese da doença. Contudo, estes trabalhos 
não têm analisado, nestes doentes, as relações com o metabolismo lipoproteico e não 
são concludentes sobre o seu significado para os efeitos do interferão β. Neste 
trabalho, a análise da leptina foi efectuada para esclarecer esses aspectos, 
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concomitantemente com as determinações de neopterina, tida como um marcador de 
resposta ao interferãoβ. Embora considerada de crescente relevância nestes 
processos inflamatórios crónicos, desconhece-se o eventual envolvimento da 
adiponectina na EM. A análise desta adipocina foi, por isso, efectuada em conjunto 
com o perfil lipoproteico, num estudo que efectuámos em doentes, previamente e após 
terapêutica com interferão β. 
Este estudo inclui a análise do colesterol das partículas remanescentes, 
também nunca estudadas nesta patologia e cuja concentração será eventualmente 
regulada pela adiponectina. 
No que respeita ao metabolismo lipoproteico, particular importância foi dada à 
inclusão do valor da apoE e do exame dos seus fenotipos dada a sua especial 
relevância para os processos neuroinflamatórios crónicos neurodegenerativos 
incluindo a EM. 
No próximo capítulo, será descrita a metodologia utilizada neste trabalho. Na 
parte seguinte, os resultados obtidos e publicados serão apresentados e brevemente 
discutidos de seguida. 
Subsequentemente e antecedendo uma conclusão geral, estes serão 
discutidos globalmente tendo em consideração os objectivos deste trabalho e a 
interrogação a que ela se propõe contribuir para responder: Que contributo poderá ter 
o metabolismo lipoproteico para o processo inflamatório sistémico de doentes com 
EM?  
Estas determinações analíticas foram efectuadas no Departamento de 
Bioquímica da faculdade de Ciências Médicas de Lisboa. A presença de anticorpos 
neutralizantes do interferãoβ (NAb´s) foi efectuada no Institute for Inflammation 
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Capítulo 1. Material 
População 
As investigações apresentadas nesta tese foram realizadas em doentes 
assistidos na Consulta e Esclerose Múltipla do Hospital dos Capuchos, pertencente ao 
Centro Hospitalar de Lisboa Central. Os doentes foram caracterizados clinicamente de 
acordo com o sexo, idade, início da doença e sua forma clínica (de surto-remissão, 
secundária progressiva ou primária progressiva), índice anual de surtos, grau de 
incapacidade (EDSS) e da sua severidade (MSSS). Foram anotadas as medicações 
em curso ou instituídas e os hábitos tabágicos. As determinações bioquímicas foram 
efectuadas em amostras de sangue por punção venosa do sangradouro, após 12 
horas de jejum e, pelo menos, após um mês de eventual terapêutica com esteróides. 
Foram também estudados sujeitos controle clinicamente normais. Todos os doentes 
assinaram um consentimento informado e os estudos efectuados foram aprovados 
pela Comissão de Ética. 
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Esta molécula foi doseada em soro por método colorimétrico enzimático num 
analisador automático de química clínica Roche / Hitachi 911, pelo método CHOD-
PAP, a 37º C, usando 6 calibradores e, como soro controle, o fornecido pela entidade 
referida, o Precinorm/Precipath. O equipamento automático realiza uma curva de 
calibração de 6 pontos, a partir da qual são extrapolados os resultados do colesterol 
nas amostras. 
O limiar de sensibilidade é de 3mg/dl e os valores de colesterol são validados 
conforme as indicações das normas internacionais para controle de valores de 
colesterol na população. 
Triglicéridos 
Foram determinados por um método colorimétrico enzimático, GPO-PAP, num 
analisador de química clínica Roche/Hitachi 911. O método baseia-se no trabalho de 
Wahlefeld utilizando uma lipase llipoproteica de micro-organismos para a hidrólise 
rápida e completa de trglicéridos em glicerol, com oxidação subsequente para fosfato 
de dihidroxiacetona e peróxido de hidrogénio. O peróxido de hidrogénio gerado reage, 
então, com 4-aminofenazona e 4-clorofenol, sob a acção catalítica da peroxídase, e 
produz uma coloração vermelha (reacção de viragem segundo Trinder). Usa-se 
calibrador para curva a 2 pontos. O soro de controle Precinorm/ Precipath para 
controle de qualidade fornecido pela mesma casa comercial. 
 
 
Material e Métodos 






Foi determinado este analito por teste enzimático homogéneo, para amostras 
de soro e plasma, num analisador automático de química clínica Roche/Hitachi 911. 
Usou-se um método colorimétrico enzimático homogéneo de determinação 
directa do colesterol HDL no soro e no plasma, utilizando enzimas modificadas por 
PEG (polietilenoglicol) e sulfato de dextrano. Quando modificadas por por PEG, as 
enzimas colesterol esterase e colesterol oxidase apresentam actividades catalíticas 
selectivas face às fracções de lipoproteinas. Este método foi padronizado com o 
método de referência indicado do CDC (método de comparação indicado). É feita uma 
calibração a 2 pontos e usado controle da casa comercial, (Roche) Precinorm e 
Precipath HDL/LDL-C. O intervalo de medição varia entre 3 e 120mg/dL. Os valores do 





As determinações foram efectuadas por imunoturbidimetria, para determinação 
quantitativa em soro e plasma, num analisador automático Roche de química clínica. 
Princípio do teste: os anticorpos anti-apolipoproteína A-I reagem com o 
antigénio na amostra e formam complexos antigénio/anticorpo. Estes, após a 
aglutinação, são determinados por turbidimetria. 
É utilizado um calibrador padronizado para o material de referência IFCC SP-
07, que é usado com diluição por NaCl a 0,9% para obter 5 padrôes de concentrações 
conhecidas. O controle é feito com Precinorm L e Precipath L (Roche).  
Os valores de referência são, para o sexo masculino, 104 a 202 mg/dL e, para 
o sexo feminino, de 108 a 225 mg/dL. O intervalo de medição situa-se entre 20 a 400 
mg/dL. 
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As determinações foram efectuadas por imunoturbidimetria, para determinação 
quantitativa em soro e plasma, num analisador automático Roche de química clínica. 
Princípio do teste: os anticorpos anti-apolipoproteína B reagem com o antigénio 
na amostra e formam complexos antigénio/anticorpo. Estes, após a aglutinação, são 
determinados por turbidimetria. 
É utilizado um calibrador padronizado para o material de referência IFCC SP-
07, que é usado com diluição por NaCl a 0,9% para obter 5 padrões de concentrações 
conhecidas. O controle é feito com Precinorm L e Precipath L (Roche).  
Os valores de referência são, para o sexo masculino 66 a 133 mg/dL e, para o 





Foi usado um teste enzimático para a determinação quantitativa do ácido úrico 
num analisador de química clínica da Roche. 
Usou-se um teste colorimétrico enzimático, desenvolvido por Town, e 
modificado por Siedel. Baseia-se no desdobramento do ácido úrico em alantoína e 
peróxido de hidrogénio. Usou-se um padrão de acordo com as normas de química 
clínica e controlos Precinorm U e Precipath U, da firma Roche. 
Os valores de referência são, para o sexo masculino, 3,4 a 7,0 mg/dL e, para o 
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Para a determinação desta citocina usa-se um método de radioimunoensaio, 
para a determinação em soro e plasma. O kit pertence à firma IBL Hamburg e é 
desenhado como ensaio homólogo, usando um Ac anti leptina humana altamente 
purificado. Os padrões e o marcador são preparados com leptina humana. Usa-se 
leptina marcada com Iodo 125 (<3µCi), para o anticorpo. 
Princípio do Procedimento 
Neste Radioimunoensaio, uma concentração fixa de antigénio marcado é posta 
em incubação com uma diluição constante de anti-soro, de tal modo que, a 
concentração de epitopos do antigénio para ligação ao anticorpo é limitada, ou seja 
apenas 50% da concentração do tracer total se pode ligar ao anticorpo. 
Se o antigénio não marcado se adicionar ao sistema, há competição entre o 
antigénio marcado e não marcado para um número constante de epitopos no 
anticorpo, logo, a quantidade de marcador ligado ao anticorpo diminui, enquanto a 
concentração de antigénio não marcado aumenta. 
Faz-se a medição depois de separar o anticorpo ligado ao marcador livre e 
contar num contador gama. A separação é feita com reagente de precipitação, PEG 
(polietilenoglicol e soro cabra anti-coelho IgG com os solventes adequados). 
Uma curva de calibração é estabelecida com padrões de leptina humana de 
quantidades crescentes, e o valor da concentração das amostras é calculada a partir 
dessa curva. 
O limite de sensibilidade é de 0,5 ng/ ml, e o limite de linearidade é de 100 ng/ 
ml. 
Os valores de referência devem ser indexados ao índice de massa corporal 
(IMC), sendo para IMC de 18 a 25: Para o sexo masculino 3,8 ± 1,8 µg/L e para o sexo 
feminino 7,4± 3,7 µg/L. 
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As determinações de MMP-9 foram efectuadas por método de 
enzimoimunoensaio, em kit da firma R&D. Usou-se uma técnica de ensaio 
imunoenzimático tipo “sandwich”, sendo um anticorpo monoclonal específico para 
MMP-9 que é imobilizado numa microplaca. Os standards e amostras são pipetados 
para os poços e o MMP-9 da amostra é capturado pelo Anticorpo imobilizado na placa. 
Depois de lavagem para eliminar substâncias estranhas, junta-se Ac específico 
policlonal ligado a enzima. Depois de nova lavagem, adiciona-se o substrato e 
desenvolve-se cor em proporção à quantidade de MMP-9. O desenvolvimento de cor é 
parado, e a intensidade de cor é medida. A sensibilidade é de 0,156 ng/ ml. A 
distribuição de valores tem um leque muito variado mas vão desde 169 a 705 ng/ml. O 
limite de detecção é de 0,156ng/ml. 
Princípio do Procedimento 
Usou-se como amostra soro ou plasma. Quando se usa plasma devemos ter o 
cuidado de que não haja contaminação com plaquetas que, por vezes, podem escapar 
a uma centrifugação pouco cuidada e a sua existência pode levar a resultados pouco 
reprodutíveis uma vez que as plaquetas activadas podem libertar MMP-9. 
Preparação da amostra 
As amostras de soro foram diluídas em Diluente Calibrador RD5-10 (10µl de 
amostra com 990µl de Diluente). As amostras de plasma foram diluídas no mesmo 
Diluente (10µl de amostra com 390µl de Diluente). 
Nota: o trabalho foi efectuado com máscara facial e luvas para evitar 




Usou se um kit comercial da IBL Hamburg, para a determinação de neopterina 
no soro. 
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Princípio do Procedimento 
É um ensaio imunoenzimático de fase sólida, baseado no princípio básico de 
uma ELISA competitiva. Uma quantidade desconhecida de antigénio na amostra e 
uma quantidade fixa de antigénio marcado com enzima competem com os epitopos de 
ligação do anticorpo (anti neopterina de coelho). Ambos os complexos antigénios–
anticorpo ligam-se aos poços das microtiras revestidas com anticorpo de cabra anti-
coelho. O antigénio não ligado é removido pela lavagem. A intensidade da cor 
desenvolvida depois da incubação com substrato é inversamente proporcional à 
quantidade de antigéneo na amostra. Os resultados são extrapolados após leitura 
numa curva construída com standards. 
No soro os valores deverão ser <2,5ng/mL. 
Amostras 
Usamos 10µl de calibradores, controles e amostras que foram pipetados 
directamente nos poços de microtiras revestidas com anticorpo. 
1. Pipetaram-se de seguida 100µl de Conjugado enzimático, acabado de 
preparar em cada poço. Junta-se 50µl de anti-soro a cada poço. Tapou-se 
com folha adesiva preta e incuba, no escuro, num agitador horizontal a 500 
rpm à temperatura ambiente durante 90 minutos; 
2. De seguida destapa-se e efectua lavagem (3 vezes) com 250µl de tampão 
de lavagem; 
3. Pipetam-se então 150µl de Solução Substrato, incubando 10 minutos à 
temperatura ambiente; 
4. Obtém-se a paragem da reacção com Solução de Paragem (H2SO4) que 
se adiciona na quantidade de 150µl aos poços de reacção; 
5. A densidade óptica é medida a 450nm dentro de 15 minutos e os valores 
são obtidos por extrapolação de curva obtida por computador. 
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Usou-se um kit comercial Mercodia, Oxidized LDL ELISA, de Suécia, sendo 
efectuada em soro. 
Princípio do Procedimento 
            Usou-se um imunoensaio de ligação dupla de fase sólida em que dois 
anticorpos monoclonais são dirigidos contra dois determinantes antigénicos separados 
na molécula de apolipoproteína B oxidada.  
Durante a incubação, a LDL oxidada nas amostras reage com os anticorpos 
anti LDL oxidada ligada aos poços de microtitulação. 
Depois de lavagem junta-se peroxidase conjugada com anticorpo anti 
apolipoproteína B que reconhece a apolipoproteína ligada à fase sólida. 
Depois, faz-se uma nova incubação e junta-se substrato (TMB). A reacção é 
interrompida depois de adicionado um ácido. Usam-se 5 calibradores e controles 
fornecidos pela casa comercial, o Mercodia Oxidized LDL kit. 





Usou se um kit comercial para determinação das lipoproteínas remanescentes, 
RLP-Cholesterol (JIMRO) II, Japan. 
Princípio do Procedimento 
Baseia-se no uso de 2 anticorpos monoclonais (Mab) para isolar lipoproteínas 
remanescentes. O primeiro (JI-H) é dirigido contra a ApoB-100 humana e reconhece 
um epitopos perto da apoB-51 remove a LDL, Lp(a) e as VLDL nascentes. O segundo 
anticorpo (H-12) é dirigido contra a apo A-I, e remove o HDL. Os anticorpos 
monoclonais são conjugados a esferas de sepharose-4Be separam as lipoproteínas 
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ligadas das lipoproteínas remanescentes que ficam na fracção não ligada. O 
Colesterol na fracção não ligada é quantificado por ensaio imuno-enzimático. A 
fracção não ligada contém essencialmente CM remanescentes e VLDL remanescentes 
enriquecidas com esteres de colesterol e apo E.As lipoproteínas remanescentes 
isoladas por este ensaio migram na zona β ou pré β lenta em gel de agarose, 
enquanto as VLDL reconhecidas pelo anticorpo monoclonal JI-H tem motilidade pré. 
Estas lipoproteínas remanescentes têm propriedades aterogénicas: são 
captadas pelos macrófagos e inibem o relaxamento vascular dependente do endotélio 
e o aumento da agregação plaquetária. 
Amostras 
1. Preparação do gel de imuno-separação, com agitação e 3 lavagens; 
2. Preparação das soluções stock de colesterol com tampão RPL do kit; 
3. Procedimento do ensaio enzimático, usando microesferas de aço, gel de 
imuno-separação e depois de agitação em Photal mixer, usa-se o 
sobrenadante para ser lido em ensaio enzimático num aparelho Hitachi de 
Química Clínica. 
Os limites de detecção, percentil 75, são <7,2mg/dl, no sexo feminino e 
<8,7mg/dl no sexo masculino, no estudo de Framingham, sendo a média de 6,8+/-




O doseamento foi efectuado em amostras de soro não congelado, e utiliza-se o 
kit comercial da SEBIA, HYDRAGEL LP E. 
Este kit permite o doseamento da apoE total no soro humano por 
electroimunodifusão em meio moderadamente alcalino (pH 7,6). Os geles contêm um 
anticorpo monoespecífico anti-apoE. Após a migração, os picos obtidos são corados 
com violeta ácido. O excesso de corante é eliminado com uma solução ácida. As 
medidas dos picos corados, reportados a um soro padrão calibrado em apoE, 
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permitem o doseamento das partículas apoE. É feita uma curva de calibração com 4 
pontos em cada placa e controle com soro padrão liofilizado, adquirido à parte (soro de 
controle SEBIA). 
Os valores de referência são, para sexo masculino, entre 13 e 76 mg/l de apoE 
total e, para o sexo feminino, <ou = a 94 mg/l.  
 
FENOTIPAGEM DA APOLIPOPROTEINA E 
 
Objectivo da análise 
O método analítico para isoformas desta apolipoproteína polimorfa pelo qual se 
obtém a fenotipagem baseia se na diferença de carga das E2, E3, E4, codificadas por 
3 alelos e2, e3, e4 do gene que se encontra no cromossoma 19, sendo separadas as 
moléculas por focagem isoeléctrica em função do seu ponto isoeléctrico 
Produto a analisar 
Plasma recolhido com EDTA 
Colheita  
Para evitar a peroxidação das lipoproteínas plasmáticas, o sangue é colhido 
para tubos contendo EDTA, que complexa os metais pesados, como o ferro e o cobre. 
Preparação e conservação da amostra 
Centrifugar 20 minutos a 4ºC a 3500 r.p.m. 
O plasma pode ser conservado até 72 horas a +4ºC 
Para conservações mais prolongadas, é necessário utilizar antiproteases como 
conservante. 
Adicionar 14 µL de mistura de conservante por cada ml de plasma, 
(previamente preparada e conservada em aliquotas no congelador). 
Separar em 3 aliquotas e conservar até 6 meses a -20ºC ou a -80ºC, para 
conservação mais prolongada. 
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Fundamento do Método 
As isoformas da Apo E (E2, E3, E4) apresentam diferentes cargas, que são 
postas em evidência, quando são submetidas a focagem isoeléctrica (IEF) que separa 
as moléculas em função do seu ponto isoeléctrico. Sendo a Apo E uma glicoproteína 
das lipoproteínas plasmáticas, é necessário em primeiro lugar separar os lípidos das 
apolipoproteinas, utilizando Tween 20. Para facilitar a interpretação, devem pré tratar-
se as amostras com neuraminidase. 
Esquema da técnica: 
- Pré tratamento das amostras 
- Pré focalização, (para estabelecer o gradiente de pH) 
- Focalização 
- Transferência para nitrocelulose 
- Saturação 
- Revelação imunológica 
Preparação do Gel de Agarose 
Utilizando uma tira de Gel bond como suporte, preparar uma placa de 26 x 12.5 
x 0.5 cm de gel, contendo 
 2.4 g de sorbitol, 0.4 g de agarose IEF, 16.6 mL de água destilada, 7.18 g de 
ureia, e  312.5 µl de Anfolinas  5 - 7 ; 4 - 6.5 e 4 – 6. 
Colocar o gel a 4ºC, durante pelo menos 3 noites 
Após uma pré-focagem de 30 minutos a 1500 Volts, 3W, 50mA, aplicam-se 3.5 
µl de amostras e controlos, previamente tratadas com Tween 20 a 5% e 
neuraminidase. 
Iniciar a migração a + 12ºC, 1500 Volts, 4W, 50 mA, durante 3 horas. 
Transferir para uma tira de nitrocelulose com as dimensões do gel 
Saturar em Albumina bovina 10 g/l. 
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Fixar o 1º Anticorpo (Ac. Anti Apo E) durante uma noite. 
Após lavagem, mergulhar a nitrocelulose no 2º Anticorpo (anti-goat IgG 
peroxydase conjugate) durante 2 horas. 
Lavar, e revelar com diaminobenzidina, em de tampão fosfato 10 X e H2O2 a 
30%.  





O ensaio utilizado foi o da firma ABBOTT Diagnosticas Division com tecnologia 
CMIA (Chemoluminescent particules immunoassay)  
O método utilizado é baseado na quimioluminescência de micropartículas, 
sendo um imunoensaio em 2 tempos, num analisador automático. 
Num primeiro passo, a amostra desconhecida e as partículas paramagnéticas 
revestidas de anticorpo anti -eritinasão combinadas. 
A ferritina na amostra liga-se às micropartículas revestidas de anticorpo anti 
ferritina  
Depois da lavagem, é adicionado um conjugado acridinium, anti-ferritina, no 
passo seguinte da técnica. 
São, a seguir, adicionadas as soluções pré Trigger (peróxido de hidrogénio) e 
Trigger (hidróxido de Na) à mistura anterior. 
A reacção quimioluminescente que se produz é medida em unidades de Luz 
relativas RLUs. Existe uma relação directa entre a quantidade de ferritina na amostra e 
os RLUsdetectados pelo sistema óptico do ARCHITEC, o analisador automático 
usado. 
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Os controlos e calibradores são os do fabricante mencionado e adequados ao 
analisador já referido. 
O limite inferior de detecção é de 1 ng / ml e usaram-se os valores de 




Esta determinação foi efectuada em amostras de plasma citratado, por método 
de coagulometria, em analisador automático ACL, da firma IL. 
O fibrinogénio é determinado através de reagente, tromboplastina de cérebro 
de coelho, com concentração de iões de cálcio ideal de acordo com as normas de 
certificação de tromboplastina, as quais permitem um alto grau de sensibilidade e 





Esta molécula também chamada Acrp30, é uma hormona secretada pelos 
adipócitos tendo concentrações entre 0,5 a 30 µg/ml, sugerindo-se que existam 
diversas formas em circulação, monómeros, formas globulares etc. 
No entanto, pensa-se que as formas mais comuns existentes são estruturas 
multiméricas. 
Foi usado para estas determinações um kit comercial, Mercodia Adiponectina 
ELISA, Mercodia AB, Uppsala, Sweden. 
Este kit é um imunoensaio de fase sólida, em que dois anticorpos monoclonais 
são dirigidos para determinantes antigénicas separadas da molécula de adiponectina. 
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Durante a incubação, a adiponectina na amostra reage com os anticorpos anti-
adiponectina ligados aos poços de microtitulação. 
Princípio do Procedimento 
Após a lavagem, junta se um conjugado de peroxidase anti-anticorpos contra 
adiponectina. Depois da segunda incubação e lavagem, o conjugado ligado é 
detectado por solução de TMB (3 3’,5 5’- tetrametilbenzidina). 
A reacção é parada com ácido clorídrico, sendo lida em espectrofotómetro 
como reacção colorimétrica de ponto final.  
Dada a existência de várias formas em circulação, como já foi referido antes, o 
método referencia três formas multiméricas dominantes como sendo as que são 
detectadas pelo método e que dão os valores referidos. Estas conclusões basearam-
se em características como, dimensões, ponto isoeléctrico e carga, apresentados 
pelas diversas formas multiméricas. O limite de detecção é de 1,25 ng/ml.  
Os valores considerados de referência são entre 5 e 30 µ/ml, no laboratório do 
Departamento de Bioquímica, uma vez que cada um deve estabelecer os próprios. 
 
Anticorpos Neutralizantes (Nab’s) 
 
Para a execução desta técnica, realizada no Laboratório do Institute for 
Infammation Research, Prof Klaus Bendtzen, apresentamos um breve resumo. 
São semeadas células MC-5, um subclone de células A549, em microplacas, 
numa concentração de 10 000 por poço e incubadas a 37ºC numa atmosfera de 5% 
de CO2, por 24 horas. Interferão β foi adicionado com 10LU/mL, correspondendo a 3 
IU IFN-beta /mL (1 LU representa a quantidade de interferão induzindo 50% de 
protecção contra infecção viral). 
As preparações de interferão β foram pré-incubadas, durante uma hora, com 
soro diluído do paciente a 5%, num volume de 100µl e depois transferido para as 
células MC-5. Depois de 24 horas, o efeito antiviral do interferão foi medido usando 
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azul de tetrazolium. Para evitar falsos positivos e falsos negativos, foi incluído em cada 
análise, um controle para actividade antiviral endógenae toxicidade sérica. 
Foi medida a capacidade de neutralização (a percentagem de interferão 
adicionado que foi neutralizada pelo Nab) em cada amostra. 
 
Métodos Estatísticos 
Foi realizado o estudo descritivo de todas as variáveis contínuas, incluindo 
médias (desvios padrão) ou medianas (distância interquartil), e frequências relativas e 
absolutas para as variáveis qualitativas. Para a comparação de valores médios entre 
os grupos, foi usado o T-Teste para amostras com distribuição normal. Para a análise 
de variância, foram utilizados o teste ANOVA ou o teste de Bonferroni / Dunn para 
amostras em distribuição normal, o teste Wilcoxon para amostras com distribuição 
não-normal. Para análise de valores emparelhados, foram utilizados o T-Teste ou o 
teste de Kruskal-Wallis, para amostras de distribuição normal ou não, 
respectivamente. 
Para análise de variáveis qualitativas, foram utilizados o teste qui-quadrado ou 
o teste de Fischer. 
Modelos de regressão logística univariados foram usados para estudar 
associações entre variáveis qualitativas e contínuas em variáveis resposta binárias. 
Modelos de regressão logística multivariados foram usados para ajustar essas 
mesmas análises com potenciais confundidores. Odds ratios (OR) foram calculados 
para estes modelos logísticos. Para todas as análises foi assumido um intervalo 
confiança de 95% e um nível de significância de 5% 
 




























Nesta secção são apresentados os resultados dos estudos efectuados e suas 
conclusões após breve introdução. A sua discussão será integrada numa perspectiva 
de conjunto dos trabalhos realizados, na próxima parte desta tese.  
 
ESTUDO 1. E1 
O fibrinogénio plasmático em doentes com esclerose múltipla após 
terapêutica com interferão β . Multiple Sclerosis 2004: 10; P562 (Abstract) 
 
Breve Introdução 
Foram estudados 50 sujeitos do sexo feminino com EM, em fase de surto-remissão ou 
secundária progressiva, e 49 sujeitos controle do mesmo sexo e grupo etário. Foram 
determinados os valores de fibrinogénio no plasma, antes, 6 e 12 meses depois, da 




Os valores de fibrinogénio aumentaram significativamente aos 6 meses de 
tratamento (390 ± 111mg/dL) e, ao fim de um ano (374 ± 84mg/dL) depois do início do 
tratamento, em comparação com os valores basais (345 ± 88,4) e com os controlos 
normais (310,9 ± 120,3) Tabela 1. 
Um aumento significativo do fibrinogénio plasmático foi encontrado como 












































































Os resultados sugerem que o tratamento com interferão β pode aumentar o 
fibrinogénio plasmático em doentes com EM. Vários trabalhos demonstram evidência 
experimental do elo entre o fibrinogénio e a imunidade celular.(263). O fibrinogénio 
induz a secreção de citocinas pró-inflamatórias(264), enquanto vários estímulos 
inflamatórios podem aumentar o fibrinogénio. Podemos, por isso, pôr a hipótese de 
que o aumento dos níveis de fibrinogénio, pós tratamento com interferão β, poderá 
estar relacionado com alguns efeitos pró-inflamatórios do medicamento. Por outro 
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lado, a permeabilidade aumentada da barreira hematoencefálica na EM poderá estar 
relacionada com a saída de fibrinogénio(265). O tratamento com interferão tem 
demonstrado melhorar a continuidade da barreira hematoencefálica, através do seu 
efeito nas junções celulares. (265). Será portanto, licito sugerir que o aumento do 
fibrinogénio plasmático com a terapêutica com interferão β poderá estar relacionado 
com os efeitos benéficos do tratamento esta citocina. 
Resultados 























ESTUDO 2. E2 
A LDL oxidada no soro de doentes com esclerose múltipla de surto-
remissão Multiple Sclerosis 2006:12;S1-S228 P 601 (Abstract)  
 
Breve Introdução 
O estudo foi realizado em 25 doentes em surto-remissão e com uma população 
controle de 15 indivíduos. As LDL oxidadas foram determinadas, antes (remissão), e 6 
meses depois do início do tratamento com interferão β (n=12) e acetato de glatirâmero 
(n=5). Em 8 doentes, as LDL oxidadas foram determinadas em remissão e em fase de 
surto clínico, antes da terapêutica com esteróides. 
 
Resultados 
Os doentes de EM não tratados tinham valores de LDL oxidadas mais altos do 
que os controlos. Estes níveis foram normalizados com os tratamentos de 
imunomodulação Tabela 1.  
Antes do tratamento, uma tendência para valores mais altos foi encontrada nos 
fumadores (82 ± 17 U/L), em comparação com os não fumadores (64,17 ± 15,84 U/L) 
(p= 0,06). Os valores de LDL oxidadas desceram em todos os doentes, menos em 3, 
dos quais um fumador, após 6 meses de tratamento. 
O nível de LDL oxidadas era mais elevado (30%) durante os surtos (figura 1), 
do que em fase de remissão. Não se encontraram associações entre as LDL oxidadas 
e outros parâmetros clínicos, incluindo a idade de início da doença, duração, número 












  Idade  F/M  Fumadores 
Controlos  39.6 ± 9.03  13/2  20% 
Pacientes (EM)  35.0 ± 8.05  17/0  29% 
  Controlos  Antes da Terapêutica  Após a Terapêutica 








Figura 1- Valores de LDL oxidadas em doentes de EM, em surto e remissão 
 
Conclusões 
Este estudo confirma o papel do stress oxidativo na patogenia da EM(266), 
(267). Os nossos resultados são compatíveis com aumento das espécies reactivas de 
oxigénio nos doentes em remissão, ainda aumentados nos períodos de surto, 
indicando uma associação entre os níveis das LDL oxidadas e a actividade clínica da 
doença. Estes estudos são compatíveis com os observados no tecido cerebral dos 
pacientes de EM,(254) que implicam estas lipoproteínas na evolução da lesão e 
reparação celular.(150). As LDL oxidadas induzem a formação de radicais livres de 
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oxigénio, formação e activação de quimiocinas, podem aumentar a permeabilidade da 
barreira hemtoencefálica.(266, 268). Sendo assim, as LDL oxidadas poderão promover 
a invasão neuroinflamatória, contudo, a sua captação por macrófagos nas lesões 
poderá induzir a expressão de moléculas antinflamatórias(254).  
O interferão β diminui a produção de espécies reactivas de oxigénio pelos 
monocitos da circulação periférica(269), enquanto o acetato de glatirâmero aumenta o 
nível de ácido úrico no plasma dos doentes com EM(270). A redução de LDL oxidadas 
por estes agentes, observada nos doentes, poderá contribuir para os efeitos benéficos 
destes tratamentos. Por outro lado, estes resultados sugerem que os mecanismos 
destinados a aumentarem os níveis de antioxidantes e diminuírem os níveis de 
LDLoxidadas poderão ter um efeito terapêutico benéfico nestes doentes. O tratamento 
com estatinas diminui as LDL oxidadas, os radicais livres de oxigénio, existindo 
evidência preliminar do seu uso benéfico na EM.(271, 272) 
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ESTUDO 3. E3 
O interferão β  aumenta os níveis de ferritina sérica em doentes com 
esclerose múltipla 
Journal of Neurology 2007 :254 ( ) ; P 652 (Abstract) 
 Multiple Sclerosis 2008: 14; 857-59 
 
Breve Introdução 
Foram determinados níveis de ferritina sérica em doentes de surto-remissão, 37 do 
sexo feminino e 16 do sexo masculino e em 38 sujeitos controle, 28 do sexo feminino 
e 10 do sexo masculino. Foram executadas determinações analíticas em doentes 
clinicamente estáveis, antes, e após 12 meses de terapêutica com interferão. Na 
terapêutica usou-se: Betaferon n= 24, Rebif n= 17, Avonex n=12. Determinaram-se 
igualmente as concentrações da hemoglobina e da bilirrubina total, testes de função 
tiroideia e hepática. 
 
Resultados 
Como assinalado na tabela, as concentrações de ferritina, hemoglobina e 
bilirrubina não foram significativamente diferentes em comparação com os 
encontrados na população controle estudada. Nos doentes e nos controlos normais, 
os níveis médios de ferritina eram mais altos no sexo masculino do que no sexo 
feminino, uma condição fisiológica já conhecida (P< 0,0001). 
Nos doentes, após 1 ano de tratamento com interferão, os níveis de ferritina 
eram significativamente mais altos no sexo feminino e no sexo masculino, em 
comparação com a linha de base (71,4 ± 58,6 em comparação com 43,4 ± 29,9 ng/mL, 
P = 0,0006 e 216,0 ± 124,3 em comparação com 127,8 ± 74,9 ng/mL, P = 0,0022, 
respectivamente). Os resultados foram similares para as várias formas de interferão 
utilizadas. O uso de contraceptivos orais e tabagismo não foram associados aos níveis 
de ferritina nos doentes e nos sujeitos controle. 
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MULHERES             
   Controlos n=28  41.7 ± 25.8  13.1 ± 0.7  0.5 ± 0.2  34.5 
± 12.3 
‐‐  ‐‐ 
   Pacientes             





       12 meses n=37  71.4 ± 58.6*  13.1 ± 0.9  0.6 ± 0.2  ‐‐  1.6 
± 1.1 
0.4 ± 0.6 
HOMENS             
   Controlos n=10  132.4 ± 96.8  14.9 ± 0.9  0.9 ± 0.3  32.0 
± 4.1 
‐‐  ‐‐ 
   Pacientes             
















A expressão de ferritina é supra-regulada, entre outros factores, pelo ferro, 
oxidantes, hipoxia e algumas citocinas, tendo um papel importante como molécula na 
lesão inflamatória e como antioxidante,(273). Como tal, será lógico pôr a hipótese de 
que a indução dos níveis de ferritina pelo interferão β possa estar associada à redução 
do perfil de oxidação e inflamação que se observa no decorrer do tratamento. 
Embora a activação da heme–oxigenase-1 (HO-1) seja um mediador da 
indução de ferritina os estudos inflamatórios (273), o facto dos níveis de hemoglobina 
e bilirrubina não serem alterados não suporta o seu envolvimento naquela indução 
pelo interferão β. De facto, este contraria activação da HO-1 pelos estímulos 
inflamatórios(274). 
Os resultados apresentados estão de acordo com uma possível interacção do 
interferão β com a homeostase do ferro sérico. Pensa-se que a ferritina protege contra 
o stress oxidativo nos processos inflamatórios por sequestrar o ferro, o qual é tóxico 
Resultados 




no estado livre ou com ligações de fraca intensidade (273, 275). Em experiências 
animais, a administração de quelantes de ferro reduziu a inflamação em 3 modelos de 
esclerose múltipla.(70). Daí concluir-se que mais trabalhos serão necessários, para 
saber se a ferritina, supra-regulada pela administração de interferão, reflecte um 
aumento do turnover do ferro ou um aumento da ferritina sintetizada “de novo” no 
estado de apoferritina. É interessante notar que, nos pacientes com hepatite C crónica, 
a resposta ao interferão é menos favorável e é acompanhada por valores de base de 
ferritina mais elevados.(276). 
Em conclusão, o estudo apresentado indica que a terapêutica com interferão 
aumenta os níveis séricos de ferritina nos doentes com EM. Mais estudos são 
necessários para avaliar o papel da ferritina na EM e o seu interesse na monitorização 
das terapêuticas imunomodulatórias, não esquecendo o papel fundamental do ferro e 
da ferritina no metabolismo da inflamação. 
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ESTUDO 4. E4 
O metabolismo das lipoproteínas remanescentes e adiponectina está 
alterado em doentes com esclerose múltipla de surto-remissão.  
Multiple Sclerosis,  2009: 15 ;P 674 (Abstract) 
 
Breve Introdução 
A população estudada neste trabalho consistiu em 35 doentes do sexo 
feminino (31,8 ± 9,7 anos de idade) em remissão e 40 pessoas do sexo feminino, 
como controlos normais (34,8 ± 8,6 anos de idade). Em 21 doentes foram 
determinados vários parâmetros do metabolismo lipídico, antes do tratamento, e 12 
meses depois do interferão β1b. Foram determinados em todos o índice de massa 
corporal, relação cintura-anca, hábitos tabágico e uso de pílula anticoncepcional. Os 
parâmetros determinados foram colesterol-RPL, colesterol total, triglicéridos, LDL, HDL 
e adiponectina. 
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Valores de médias e desvio-padrão 
 
Os valores de colesterol-RPL e adiponectina das doentes eram mais altos, 
comparativamente aos valores dos controlos (8,3 ± 6,5 mg/dL versus 5,2 ± 1,3 
mg/dL,p= 0,001 para as remanescentes e 11.1 ± 5,3 mg/L, versus 7,7 ± 2,1 mg/L, p= 
0,001, respectivamente). ver Tabela 2 
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O tratamento com interferão β diminuiu os valores de lipoproteínas 
remanescentes em relação ao valor basal, o qual de  7,8 ± 5,6 mg/dL, passou a ter o 
valor de 5,3 ± 2,0 mg/dL, p < 0,001. Os valores de adiponectina não sofreram 
alterações significativas (Tabela 3) com o tratamento. 
Em relação a outras variáveis, podemos ver que as HDL diminuíram também 
pós-tratamento (62,3 ± 18,0 mg/dl, versus 55,1 ± 17,0 mg/dl), p < 0,001. Os níveis de 
triglicéridos, ao contrário, aumentaram (86.9 ± 43,6 mg/dl versus 113,1 ± 43,9 mg/dl 
pós-tratamento com interferão, p= 0,002), o que está de acordo com o que foi referido 
atrás, no capítulo de lipoproteínas, em que, devido ao catabolismo da apoA1 e 
actividade do CETP aumentada, quando aumentam os triglicéridos, existe uma 






 Controlos n=40 Pacientes n=35 
Triglicéridos mg/dL 81,3 ± 34,8 93,5 ± 49,2 
Colesterol Total mg/dL 188,6 ± 39,3 197,6 ± 39,9 
LDL-Colesterol mg/dL 117,6 ± 36,3 120,5 ± 36,7 
HDL Colesterol mg/dL 54,7 ± 13,2 59,2 ± 16,1 
RLP Colesterol mg/dL 5,2 ± 3,7 8,3 ± 6,5* 
Adiponectina mg/dL 7,7 ± 2,1 11,1 ± 5,3 * 



















 Pré-tratamento n=21 Pós interferão n=21 
Triglicéridos mg/dL 86,9 ± 34,6 113,9 ± 43,1 * 
Colesterol Total mg/dL 197,5 ± 41,4 185,7 ± 44,3 
LDL-Colesterol mg/dL 117,6 ± 35,6 109,6 ± 33,6 
HDL Colesterol mg/dL 62,3 ± 18,0 55,1 ± 17,0 ** 
RLP Colesterol mg/dL 7,8 ± 5,6 5,3 ± 2,0 ** 
Adiponectina mg/dL 8,9 ± 3,4 9,0 ± 2,4  
*p= 0,002              (valores de médias e desvio padrão);  **p< 0,001 
Conclusões 
Estes resultados sugerem que a EM de surto-remissão está associada a um 
metabolismo anormal das lipoproteínas remanescentes e da adiponectina. O aumento 
do colesterol das remanescentes poderá estar relacionado com a promoção da 
actividade inflamatória (277) (135). A sua redução com a administração de interferão 
pode relacionar-se com o benefício da terapêutica. A adiponectina tem um papel anti-
inflamatório com níveis plasmáticos elevados em muitas situações inflamatórias (99) 
(103), podendo significar uma forma de contrariar a acção das citocinas pró-
inflamatórias.(99). 
O envolvimento desta adipocina na regulação do metabolismo lipoproteico, 
incluindo das remanescentes (101), é consistente com esta interpretação e sugere a 
persistência de uma alteração deste metabolismo com a terapêutica. 
Na verdade, esta induz também uma alteração do perfil lipoproteico (aumento 
dos triglicéridos e redução das HDL) típico da resposta de fase aguda. 
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ESTUDO 5. E5 
O polimorfismo da apoE interage com o hábito tabágico na progressão da 
esclerose múltipla 
Multiple Sclerosis 2005 : S138 ; P 533 ( Abstract) 





Neste trabalho, foi usada uma população de 205 doentes com diagnóstico de 
EM de acordo com os critérios de MacDonald revistos. Foram escolhidos doentes com 
pelo menos 1 ano de evolução da doença, entre os 15 e 62 anos, sendo os dados 
recolhidos antes de qualquer terapêutica imunomodulatória ou imunossupressora. O 
grau de incapacidade e progressão clínica da doença foram avaliados com as duas 
escalas, já explicadas atrás, na primeira parte, que são a EDSS e a MSSS. O 
questionário sobre hábitos tabágicos considerou como fumadores todos os que 






As variáveis clínicas e demográficas nos diferentes subgrupos de apoE, de 










Tabela 1 Características clínicas e demográficas de doentes de acordo com os  



















38.42 ± 10.9  0.802  36.68 ± 10.65  0.363 



















Surtos Anuais   0.87 ± 0.62  0.88 ± 0.64  0.88 ± 0.59  0.980  0.79 ± 0.54  0.547 
EDSS  2.57 ± 1.57  2.61 ± 1.61  2.75 ± 1.47  0‐666  2.08 ± 1.35  0.164 
MSSS  4.24 ± 2.49  4.24 ± 2.50  4.59 ± 2.19  0.530  3.77 ± 2.85  0.423 
Curso da Doença, n (%) 
RRMS  161 (79.7)  122 (77.7)  21 (80.7)    18 (94.7)   
SPMS  22 (11.1)  19 (12.1)  3 (11.5)  0.916  0  0.187 
PPMS  19 (9.4)  16 (10.2)  2 (7.7)    1 (5.2)   
Fumadores, n (%)  72 (35.6)  51 (32.5)  11 (42.3)    10 (52.6)   
Fumadores  desde 
que idade  
17.29 ± 3.74  17.25 ± 3.83  16.64 ± 2.25  0.623  18.2 ± 4.71  0.471 
Fumadores  há 
quantos anos 
20.93 ± 8.76  21.78 ± 9.49  19.91 ± 5.84  0.521  17.7 ± 7.07  0.182 
 
Salvo indicação em contrário, os valores são expressos como média ± desvio 
padrão. Grupos comparados através da análise da variância e do teste 
Bonferroni/Dunn. A proporção das formas da doença foram comparados através de 
χ2. EDSS (Expanded Disability Status Scale): MSSS, Grau de Severidade da 
Esclerose Múltipla: RRMS- Surto-remissão, SPMS-secundária Progressiva, PPMS– 
primária progressiva. a expresso como mediana (percentil 25-75) ; p calculado com 
base em transformações logarítmicas dos dados 
 
Encontrou-se a seguinte distribuição de fenotipos E3/E3 (76,6%), E4/E3 
(12,7%) e E2/E3 (9,3%). Três doentes com fenótipo E2/E4 foram excluídos da análise. 
Não se encontraram homozigotos para E2 ou E4. As frequências foram as 
encontradas na população de Portugal e nos países do Sul da Europa(278). 
Não se observam diferenças clínicas associadas a polimorfismo da apoE. 
A idade de início do hábito tabágico e o número de anos desse consumo eram 
























     NS (130)  38.95 ± 11.31  31.74 ± 10.08  5.0 (2.0‐10.0)  0.84 ± 0.68  2.72 ± 1.60  4.38 ± 2.51 
     SM (72)  38.2 ± 8.5  32.35 ± 8.76  4.0 (2.0‐8.5)  0.92 ± 0.50  2.31 ± 1.50  4.03 ± 2.44 
     P valor  0.636  0.666  0.274  0.390  0.075  0.335 
E3/E3   
     NS (106)  38.94 ± 10.93  31.47 ± 9.93  5 (2.0‐10.0)  0.85 ± 0.69  2.69 ± 1.57  4.27 ± 2.49 
     SM (51)  39.04 ± 8.96  33.37 ± 8.29  3.0 (2.0‐7.75)  0.95 ± 0.52  2.46 ± 1.67  4.23 ± 2.52 
     P valor  0.956  0.238  0.180  0.344  0.403  0.917 
E4/E3   
     NS (15)  39.8 ± 13  34.07 ± 11.43  5.0 (2.25‐5.75)  0.87 ± 0.69  3.27 ± 1.68  5.40 ± 2.22 
     SM (11)  36.5 ± 7.35  29.45 ± 9.37  6.0 (2.0‐11.75)  0.91 ± 0.44  2.05 ± 0.72  3.47 ± 1.66 
     P valor  0.463  0.284  0.830  0.860  0.033  0.023 
E2/E3   
     NS (9)  37.56 ± 13.93  31.0 ± 10.17  3.0 (1.0‐10.25)  0.78 ± 0.62  2.33 ± 1.66  3.94 ± 3.05 
     SM (10)  35.9 ± 7.28  30.3 ± 10.22  3.5 (2.0‐6.0)  0.80 ± 0.48  1.85 ± 1.03  3.61 ± 2.81 
     P valor  0.745  0.883  0.794  0.931  0.450  0.808 
Salvo  indicação em contrário, os valores são expressos como média ± SD. Os Grupos 
NS (não fumadores) vs SM (Fumadores) comparados através da análise da variância e do teste 
Bonferroni/Dunn.  EDSS  (Expanded  Disability  Status  Scale)  MSSS  Grau  de  Severidade  da 
Esclerose Múltipla.  a  expresso  como medana  (percentile  25‐75)  ;  p  calculado  com  base  em 
transformações logarítmicas dos dados 
 
Os doentes foram então estratificados de acordo com os hábitos tabágicos 
como se pode ver na Tabela 2. 
Não foram encontradas diferenças clínicas significativas entre fumadores e não 
fumadores e naqueles com o fenotipo E3 / E3 e E2 / E3.  
Nos doentes com a isoforma E4, os fumadores tinham um EDSS mais baixo (p 
= 0,033) e um MSSS mais baixo (p = 0,023), em comparação com os não fumadores. 
Nestes indivíduos, em metade dos não fumadores, encontrou-se um valor de EDSS e 
MSSS acima de 3,5 e 6, respectivamente, e nenhum dos fumadores estava acima 






















Valores de percentil na escala EDSS(a) e MSSS(b) nos não fumadores 
(quadrados) e fumadores (triângulos) dos doentes portadores do alelo ApoE4 
 
Conclusões 
 De acordo com outros estudos já existentes, não encontramos diferenças 
clínicas significativas associadas a alelos de apoE (279). Estudos anteriores, de 
duração inferior a 5 anos, mostraram efeitos deletérios do alelo E4 na integridade 
estrutural do cérebro(242). No entanto, não houve alterações clínicas significativas 
ligadas a este facto. Os restantes estudos, de uma forma geral, não relacionaram o 
alelo E4 com os hábitos tabágicos. O nosso estudo põe a hipótese de o facto de o 
doente ser fumador poder influenciar o impacto deste alelo na progressão clínica da 
doença na fase inicial. 
 O facto de se observar um grau de progressão mais baixo (MSSS) e de 
incapacidade (EDSS) nos fumadores, portadores do alelo E4, em relação aos 
portadores não fumadores, parece sugerir que existe um factor de neuroprotecção 
ligado ao fumo de tabaco. Os resultados de vários estudos em relação a esta situação 
são discordantes mas devemos ter em conta o desenho de cada estudo, incluindo ou 
não, a idade de início do consumo de tabaco, o número de cigarros/dia, e outras, 
nomeadamente o sexo, e diferenças no metabolismo dos componentes do 
tabaco.(280). A nicotina tem efeitos imunossupressivos sistémicos,(281) inibe a 
activação da microglia(282) o recrutamento de leucócitos(283, 284) durante a 
inflamação, tem propriedades antioxidantes e antiexcitotóxicas (284). Estes efeitos são 
mediados pelos receptores nicotínicos colinérgicos α 7. Podemos especular que nos 
doentes com EM a nicotina poderá contrariar a lesão neuroinflamatória e tecidular 
cerebral associada à FapoE4, facilitando os circuitos colinérgicos nicotínicos. Em 
síntese, os nossos resultados sugerem um envolvimento dos receptores nicotínicos na 
patogénese da EM sendo de explorar agentes terapêuticos com actuação nos 
receptores nicotínicos.  
Este estudo está limitado ao sexo feminino e pela sua análise transversal de 
resultados, sendo necessários mais estudos para confirmação destas conclusões.  
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Estudo E 6 (E 6) 
A influência dos níveis plasmáticos da apoE e dos hábitos tabágicos na 
indução de anticorpos neutralizantes para interferão β  
(artigo enviado para publicação, Journal of Neurology) 
 
Breve Introdução 
Neste trabalho, estudou-se uma população de 31 indivíduos do sexo feminino, 
com EM de surto remissão de acordo com os critérios de McDonald, e que iniciaram 
tratamento com interferão. Foram feitas avaliações clínicas, imediatamente antes, e na 
altura da administração de interferão. Os hábitos tabágicos e outras medicações foram 
também anotados. Nenhum dos doentes fez tratamento com hipolipemiantes. 
Os doentes tinham pelo menos 24 meses de tratamento com interferão quando 
a pesquisa de anticorpos foi pedida. Nos doentes com resposta fraca ou nula ao 
tratamento, foi tido em conta o número de surtos que apareceram e a progressão da 
doença. Os NAbs foram determinados por causa da progressão da doença ou/e 
porque os pacientes sofreram um ou mais surtos durante os 2 últimos anos. 
Os doentes do sexo masculino foram excluídos dado o baixo número. Os 
doentes foram tratados com interferão β 1 (Rebif) ou interferão β 1-b(Betaferon).  
Os pacientes foram considerados NAbs positivos se tiveram dois resultados 
positivos em amostras de sangue colhidas com intervalode pelo menos 6 meses.  
As lipoproteínas e os marcadores inflamatórios foram analisados nas mesmas 
amostras de sangue. Determinaram-se as concentrações dos triglicéridos, colesterol 
total, LDL, HDL, apoA-1, apoB, apoE, ácido úrico, neopterina e leptina e ferritina. Os 
perfis de lipoproteínas plasmáticas foram analisados, em todos os doentes, antes da 
terapêutica com interferão β. Os marcadores lipoproteicos e inflamatórios foram ainda 









Como se pode verificar na Tabela 1, também não existiam difgerenças clínicas 
nos 2 grupos de doentes, os que desenvolveram NAbs e os que permaneceram 
negativos. Dezoito doentes (58%) foram tratados com Rebif e e treze doentes (45%) 
com Betaferon. Onze de 31 doentes (35%) tornaram-se NAb-positivos. 
Tabela 1- Características demográficas e clínicas das pacientes de EM antes do início 
do tratamento com interferão β, e a altura em que se determinaram os NAb 
INF: Interferon; NAB: Anticorpo neutralizante; SD: Desvio Padrão; EDSS: Expanded 




Na Tabela 2 são apresentados os valores das concentrações de lípidos e 
marcadores inflamatórios no momento da análise dos NAbs. Comparados com os que 
se tornaram NAb positivos, os que permaneceram negativos tinham valores de apoE 
mais elevados (OR: 0,95,95% CI: 0,91-1,0, p=0,04) assim como de neopterina (OR: 









Tabela 2 - Perfil de lipoproteínas plasmáticas e marcadores inflamatórios nas doentes 
com EM NAb-negativas e NAb-positivas 
OR: Odds ratio; NAB: Anticorpo neutralizante; LDL: proteína de baixa densidade; HDL: 




Antes do começo da terapêutica, os doentes que mais tarde se mantiveram NAb 
negativos tinham também níveis de apoE mais elevados do que aqueles doentes que 











Tabela 3 – Perfil lipoproteico plasmático na EM em pacientes antes da terapêutica 
com interferão β 
Consultar legenda das tabelas 1 e 2. 
As isoformas apoE4 e a apoE2 estavam presentes em 10 % e 15% dos 
doentes sem NAbs, e em 18% e 9%, daqueles que desenvolveram NAbs,p=0,52 e 
p=0,64, respectivamente. 
Quando ajustados para a apoE, os hábitos tabágicos tornam-se 
significativamente associados com a produção de NAbs (OD:5,6, 95% CI: 1,3-86,9, 
p=0,03). 
Não foram encontradas associações entre apoE e o fumo de tabaco, nem entre 
os surtos (antes e depois do tratamento) e os níveis de apoE. 
Se executarmos a dicotomização dos níveis de apoE pelo valor da sua 
mediana, níveis <74mg/L, parecem estar associados com taxas de surtos mais 
elevadas antes do tratamento (p=0,02), mas não com taxa de surtos pós tratamento 
(p=0,56).  
Nas tabelas 4 e 5 apresentam-se os resultados nos doentes, 
comparativamente aos obtidos nos sujeitos controle. 
Resultados 





Tabela 4 Perfil de lipoproteínas plasmaticas e marcadores inflamatórios em pacientes 
de esclerose múltipla NAb positivos e NAb negativos e controlos 
Todas as comparações foram feitas usando análise de regressão logística, com excepção 
da idade em que foi usado um T-test 
 
Tabela - 5 Perfil de lipoproteínas plasmáticas em doentes de esclerose múltipla e 
controlos antes da terapêutica com interferão 
 
Conclusões 
O objectivo do desenho deste estudo foi o de investigar se o perfil lipoproteico 
plasmático na EM, em doentes tratados com interferão β, estava associado ao risco de 
desenvolverem NAbs. 
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Constatámos a intervenção de uma associação entre baixas concentrações 
plasmáticas de apoE e o risco de produção de NAbs 
Assim, o nosso trabalho sugere que existem diferenças inatas no metabolismo 
da apoE que podem estar associadas ao risco de desenvolvimento de NAbs. Esta 
evidência é ainda suportada pelo facto de vários artigos terem demonstrado os efeitos 
imunossupressores e anti-inflamatórios da apoE.(285). No nosso estudo, a 
associaçãoobservada entre os baixos níveis de apoE e o risco para a produção de 
NAbs poderá estar relacionado com os seus efeitos imunossupressores. Apesar de os 
níveis de apoE serem, em parte, influenciados pelos seus polimorfismos(286) não 
verificámos isto no presente estudo.  
Os nossos resultados podem sugerir que uma resposta supra-regulada 
adaptativa da apoE plasmática à actividade sistémica inflamatória terá um efeito contra 
o desenvolvimento de NAbs, e possivelmente inibidora da reactividade imunitária 
humoral em geral. Na verdade, os doentes que produzem NAbs têm maior 
susceptibilidade para o desenvolvimento de anticorpos auto-reactivos, incluindo 
antinucleares e antititroideus(287) 
O envolvimento sugerido da influência do metabolismo lipoproteico no 
aparecimento de NAbs pode ter particular relevância no contexto da terapia com 
estatinas nestes doentes(288), além da interferência da estatinas na terapêutica com 
interferão(289). 
Os nossos estudos confirmam trabalhos prévios que demonstram uma 
diminuição nos níveis de neopterina nos doentes NAb-positivos(290). 
Não foram encontradas diferenças noutros parâmetros inflamatórios tais como 
o ácido úrico, ferritina e leptina. De assinalar, comparavelmente aos controles, uma 
redução da apoB em ambos os grupos de doentes e uma tendência para 
concentrações mais elevadas de triglicéridos no grupo que desenvolveu anticorpos. 
Devemos ainda referir que, apesar do risco imunológico associado à apoE 
parecer independente do uso de tabaco, a análise por multivariância sugere que o 
hábito tabágico pode estar associado à indução de NAbs nestes doentes. O fumo de 
tabaco estimula respostas inflamatórias e promove a formação de autoanticorpos nas 
doenças autoimunes(291) e induz citrulinização nas proteínas, que podem 
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desencadear a resposta imune nos indivíduos com determinados haplotipos HLA-DR 
(292). 
Em conclusão, os resultados suportam um envolvimento do metabolismo 












































Os nossos resultados demonstram que o interferão β induz uma elevação 
sérica proteínas de fase aguda, como o fibrinogénio e a ferritina.(E1, E3) 
Esta constatação é semelhante ao observado por outros autores para o 
amilóide sérico A e para a PCR (47). O tratamento induz igualmente um aumento da 
neopterina sérica (E6), marcador de activação macrofágica e reconhecido indicador da 
acção do interferão β (293). Os nossos resultados confirmam a sua redução na 
presença de anticorpos neutralizantes do medicamento (NAbs).(E6) 
É interessante notar que outros marcadores de resposta de fase aguda podem 
já estar aumentados no estado basal, em doentes não tratados, como o amilóide 
sérico A e a leptina com o interferão β, reduzindo o nível da primeira, como já referido 
na introdução. Por outro lado, não observámos que o medicamento possa alterar 
significativamente os níveis de leptina (E6). 
No seu conjunto, estes resultados sugerem que o interferão β terá 
propriedades estimuladoras de uma selectiva activação inflamatória sistémica. Na 
verdade, a sua administração causa, em muitos doentes, um quadro tipo “ gripal “ que 
foi associado a uma mediação pela interleucina 6, indutora da síntese de proteínas de 
fase aguda como o PCR e o fibrinogénio. É possível que o aumento de fibrinogénio 
pelo interferão também possa reflectir uma restrição do processo lesivo da BHE 
associada à deposição de fibrina.  
Por outro lado, observámos um aumento basal da LDL oxidada nesta patologia, 
comparativamente maior durante os surtos clínicos, do que nos períodos de remissão. 
Este aumento poderá reflectir um stress oxidativo associado ao seu estado 
inflamatório crónico, com uma elevação associada à reactividade autoimune, lesão da 
barreira hematoencefálica e promoção de surtos clínicos. A própria LDL oxidada 
poderá ter um papel fisiopatológico associado àquela lesão, génese de placas e 
controle da actividade inflamatória (294) . 
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A redução dos níveis de LDL oxidada pelo interferão β é, pois, consistente com 
a atenuação pelo tratamento da actividade auto imunitária, frequência de surto e 
génese de placas. Contudo, o significado da LDL oxidada, neste contexto, é incerta e 
complexa, pois foi demonstrado que ela inibe a reacção de imunidade inata via os TLR 
(células dendrítica favorecendo uma resposta Th 2, o que teoricamente poderá ser 
benéfico para a para EM.(295) 
Recentemente, tem sido sublinhada a importância da geração de radicais livres 
de oxigénio na inibição da auto-reactividade das células T e protecção contra a auto-
imunidade, inclusive na EM (296). É pois possível que a elevação das LDL oxidadas 
nos doentes não tratados não tenha um significado potencialmente lesivo, mas traduza 
uma reactividade protectora contra a autoimunidade. Será talvez a atenuação do 
processo de autoimunidade a causa, e não uma consequência, da redução  da LDL 
oxidada pelo tratamento.  
Em que medida as alterações discutidas relativamente ao stress oxidativo se 
podem relacionar com a indução da ferritina pelo interferão β? Embora a ferritina seja 
um importante protector contra a geração de radicais livres, os seus níveis séricos não 
variam com a actividade da doença (surtos-remissão), nem supostamente com a 
actividade da HO-1 (E3). É possível que este aumento reflicta um aumento do turnover 
do ferro (que tem sido implicado na doença) ou uma síntese proteica induzida pelo 
interferão. Os resultados não permitem concluir que este aumento (de nível muito 
variável com os doentes) esteja relacionado com os efeitos clínicos do tratamento. 
Estudos prospectivos, de longa duração, poderão esclarecer o seu eventual interesse 
na monitorização das respostas individuais ao tratamento. 
Neste sentido, é interessante que níveis aumentados de ferritina foram 
observados em doentes com formas progressivas de EM (não respondendo ao 
interferão) e que um aumento basal de ferritina sérica foi associado a uma pobre 
resposta ao interferão α em doentes com hepatite C (E3). Estudos recentes têm 
sublinhado uma heterogeneidade da disfunção inflamatória da EM de surto remissão, 
consistente com uma heterogeneidade nas respostas ao tratamento com interferão β 
(benéfico ou ineficaz) (42). Poderá esta disfunção inflamatória estar associada a uma 
alteração do metabolismo lipoproteico plasmático? Os resultados, apresentados neste 
trabalho e a discutir em seguida, possibilitam fazer uma abordagem para responder a 
esta interrogação. 
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Ao longo deste trabalho, temos sublinhado a importância que o metabolismo do 
colesterol e lipoproteico, poderá ter na regulação das respostas imunitárias. Para além 
da evidência largamente documentada para a aterogénese, doenças tipicamente 
autoimunes como o lúpus eritematoso disseminado e artrite reumatóide associam-se a 
um perfil lipoproteico aterogénico (297, 298).Alterações a este nível metabólico 
poderão também manifestar-se no desenvolvimento do sistema nervoso, incluindo da 
mielina, e na reactividade imunitária associada à EM.(299). É particularmente 
intrigante a já assinalada relação de deficiência em vitamina D com o risco para a 
doença. Será esta constatação só um reflexo de uma disfunção da regulação do 
sistema imunitário pelo metabolismo do colesterol, lipídico ou lipoproteico, 
susceptibilizando o indivíduo à EM? 
A evidência preliminar para um efeito benéfico da monoterapia com estatinas 
na actividade da EM poderá apoiar tal hipótese((107, 300). Da mesma forma, esta é 
consistente com os estudos implicando os PPARs no mecanismo de acção do 
interferãoβ e a possível utilização de agonistas dos PPARs nesta patogenia(107). 
Igualmente ela enquadra-se nos trabalhos associados aos estudos do amilóide sérico 
A, ácidos gordos e colesterol sanguíneo com a actividade da doença. Os nossos 
resultados apoiam esta hipótese sugerindo, em particular, um envolvimento do 
metabolismo das lipoproteínas remanescentes e da apoE. 
A implicação deste metabolismo é sugerida, não só pelos resultados em 
doentes sem terapêutica, como na resposta observada sob tratamento com interferão 
β, o que poderá reforçar o seu eventual papel na patogénese da doença. As 
lipoproteínas remanescentes são partículas com propriedades pró-inflamatórias sendo 
o seu metabolismo modulado por citocinas incluindo como observámos neste trabalho, 
pelo interferão β.(E4) 
Os estímulos inflamatórios desencadeiam múltiplas adaptações metabólicas, 
incluindo lipoproteicas, dirigidas para uma disponibilização de moléculas e substratos 
necessárias às defesas imunitárias. Entre essas consequências (nomeadamente pela 
inibição da lipoproteína lipase, lipase hepática, e internalização lipoproteica) existe 
também uma elevação das lipoproteínas remanescentes e ricas em triglicéridos e da 
ApoE sérica e redução da HDL (285). O facto de o nível de colesterol RLP estar 
aumentado nos doentes em remissão, não tratados, apoia a presença destes 
mecanismos nesta patologia associada à inflamação crónica. Por outro lado, o facto 
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do interferão β induzir uma normalização do colesterol RLP reforça a relação deste 
com a actividade inflamatória. Na verdade, as RLP induzem stress oxidativo e a 
expressão de mediadores associados à autoimunidade como moléculas de adesão e 
quimiocinas (MCP-1) (277), pelo que, a sua redução pelo tratamento poderá significar 
a sua implicação na patogénese da doença. Contudo, concomitantemente a este efeito 
o interferão β induz um aumento dos triglicéridos totais e redução do HDL, alterações 
tipicamente observadas na resposta de fase aguda.(E4) 
Embora neste estudo não se tenha observado uma alteração significativa dos 
níveis de triglicéridos basais relativamente a sujeitos controle, noutro trabalho, 
observámos que tal poderá acontecer. No último estudo (E6) constatámos, para além 
de um aumento da apo B, alterações nas concentrações de triglicéridos e apoE 
poderão depender da população de doentes e suas diferenças na reactividade 
imunitária, investigada no nosso estudo relativamente à produção de NAbs. Estes 
trabalhos, documentam uma heterogeneidade metabólica lipoproteica nestes doentes 
e são consistentes com a sua referida heterogeneidade imunológica, sugerindo uma 
associação do metabolismo das lipoproteínas ricas em triglicéridos e suas 
remanescentes, com essa disfunção imunitária. Embora o interferão β influencie esse 
metabolismo, ele não corrigirá a sugerida alteração basal a esse nível. 
Em apoio desta hipótese, estão os resultados referentes à adiponectina, 
principal reguladora do metabolismo daquelas partículas lipoproteicas. De facto, 
aquela adipocina está aumentada nos doentes não tratados e os seus níveis não são 
alterados pela terapêutica. Estes resultados poderão levantar uma interrogação: será 
que essa sugerida alteração metabólica lipoproteica, que não é corrigida com a 
limitação da autoimunidade e surtos clínicos pelo interferão β, pode estar associada à 
persistência do processo inflamatório, progressão da neurodegenerescência e das 
incapacidades neurológicas? 
Os resultados referentes à apoE (E5 e E6) possibilitam-nos abordar uma 
resposta. Na verdade, aquela é das principais componentes proteicas das partículas 
remanescentes e ricas em triglicéridos (VLDL e quilomicra), e das HDL com uma 
função fundamental no seu catabolismo (301). O seu aumento sérico, associado a 
estímulos inflamatórios, promoverá os seus efeitos imuno-supressores. Existe 
substancial evidência para a importância da apoE em patologia neurodegenerativa, em 
particular na doença de Alzheimer, para a qual se tem recentemente realçado a 
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implicação de mecanismos inflamatórios.(286) Analisámos a possível implicação desta 
apolipoproteína para a EM, com duas abordagens. Uma delas dirigiu-se a esclarecer a 
influência dos seus fenótipos na frequência de surtos, grau de incapacidade e sua 
progressão. (E5) Estas análises foram efectuadas em doentes sem tratamento e não 
revelaram qualquer influência daqueles fenótipos na frequência dos surtos. Contudo, a 
isoforma E4 revelou associar-se a uma maior progressão das incapacidades nos 
doentes não fumadores, comparativamente aos fumadores. Este resultado é 
consistente com o observado na doença de Alzheimer e apoia um papel da E4 nos 
processos neurodegenerativos. 
Contudo, os resultados indicam que a influência da E4 é susceptível de ser 
modulada por agentes ambientais, neste caso, o fumo de tabaco. O consumo deste é 
hoje considerado um risco para desenvolver a EM, mas um estudo recente indica que 
esse risco não será conferido pela nicotina, a qual poderá ter mesmo um efeito 
protector.(302) A nicotina tem reconhecidos efeitos neurotróficos e anti-inflamatórios 
através de receptores nicotínicos α 7.(283) Estando a isoforma E4 associada a maior 
reactividade inflamatória sistémica e cerebral, poderemos especular que nesses 
portadores o hábito tabágico poderá ter um efeito protector através da nicotina.(E5) 
O facto de a apoE predominar nas lipoproteínas remanescentes e ricas em 
triglicéridos apoia a implicação deste metabolismo no processo degenerativo da EM. 
Neste processo e na fase progressiva da doença, como já assinalado, tem–se 
atribuído mais importância a uma disfunção da imunidade inata e reactividade da 
imunidade humoral mediada por linfócitos B. Contudo, esta existirá desde o início da 
doença e poderá ser mesmo a mais relevante para a génese das lesões nalguns 
doentes.  
Numa segunda abordagem para clarificar o papel da ApoE na EM, analisámos 
por isso, a sua eventual relação com a reactividade imunitária humoral. Neste estudo, 
a apoE e seus fenótipos foram avaliados em conjunto com o perfil lipoproteico 
plasmático e o parâmetro de reactividade humoral escolhido foi a presença de 
anticorpos neutralizantes do interferão β (NAbs) (E6) Um aspecto importante é a 
população dos doentes estudados apresentar o mesmo grau de actividade, 
incapacidade e severidade da doença, excluindo portanto diferenças clínicas como 
responsáveis pelas eventuais alterações nas variáveis laboratoriais estudadas. 
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O interesse da análise dos resultados dos NAbs liga-se ainda ao facto de a sua 
indução nalguns doentes associar-se a uma maior actividade e progressão das lesões 
e incapacidade, podendo pois representar um parâmetro de susceptibilidade para uma 
reactividade humoral relevante para a sua patogénese. Apoiando esta hipótese, outros 
autores verificaram que os doentes desenvolvendo NAbs têm de facto maior tendência 
para produzirem outros autoanticorpos(287). 
Os resultados evidenciaram que o grupo de doentes que, durante a terapêutica 
produziu NAbs, tinha no momento desta análise, como previamente à intervenção 
terapêutica, uma concentração de apoE plasmática inferior, comparativamente ao 
grupo que não desenvolveu anticorpos. Para além disto, baixas concentrações de 
apoE associaram-se a uma maior frequência de surtos clínicos. Embora a população 
utilizada neste estudo tenha sido pequena, não se observou uma associação com os 
fenótipos da apoE. Este resultado é interessante dado que, recentemente, baixas 
concentrações de apoE plasmática foram associadas a risco para a doença de 
Alzheimer independentemente dos seus fenótipos(286). Este facto suporta um papel 
da apoE, não só na reactividade imunitária, como possivelmente no processo 
neurodegenerativo da EM. 
A análise multivariada sugere que o hábito tabágico também se associa à 
produção de NAbs, mas o risco conferido pela concentração plasmática de apoE é 
independente daquele.  
Como atrás revisto,(301) os estímulos inflamatórios associam-se a um aumento 
e da apoE plasmática, promovendo os seus efeitos imunossupressores. Como atrás 
assinalado, os resultados sugerem que estes doentes são diferentes ou heterogéneos 
no seu metabolismo lipoproteico e que este se poderá associar à heterogeneidade da 
sua reactividade imunitária. Poderíamos especular que uma menor capacidade 
compensatória de elevação de apoE plasmática aos estímulos inflamatórios poderá 
predispor a uma maior reactividade imunitária, nomeadamente expressa na produção 
de NAbs. Esta interpretação é consistente com o efeito benéfico e imunossupressor da 
administração de miméticos da apoE na EAE. Em síntese, os resultados apoiam a 
implicação do metabolismo lipoproteico, em particular associado à apoE, na disfunção 
imunitária e no processo degenerativo da EM. 
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O nosso trabalho teve por objectivo investigar eventuais relações do 
metabolismo lipoproteico plasmático, com a actividade inflamatória sistémica de 
doentes com esclerose múltipla. O fundamento desta investigação liga-se ao facto de, 
noutras patologias, haver consistente evidência para a existência de alterações 
daquele metabolismo induzidas pelo processo inflamatório, nomeadamente mediadas 
por citocinas. Por outro lado, sabe-se que alterações primárias do metabolismo do 
colesterol, lipídico e lipoproteico podem influenciar as respostas imunitárias. Perante 
alguns resultados sugerindo alterações deste metabolismo na doença, partimos da 
hipótese que aquelas possam estar directamente implicadas na sua patogénese. 
Adoptámos duas abordagens nesta investigação. Por um lado, a análise dos 
doentes comparativamente a uma população de controlo e, por outro, o estudo 
daqueles pré e pós-tratamento com interferão β.  
Observámos que estes doentes têm níveis basais aumentados de LDL-
oxidada, de colesterol de partículas remanescentes, adiponectina e de apolipoproteína 
B, comparativamente à população de controle, alterações compatíveis com a 
existência de uma reactividade inflamatória sistémica e stress oxidativo associado. O 
observado aumento da LDL-oxidada durante os surtos clínicos é com isso consistente. 
A redução da LDL-oxidada e do colesterol RLP pelo interferão indicam um efeito 
inibidor dessa actividade, presumivelmente relacionado com o processo autoimune e 
surtos clínicos, atenuado pela terapêutica. Contudo, o tratamento não altera os níveis 
aumentados de adiponectina. Esta observação pode traduzir a persisência de uma 
disfunção lipoproteica e actividade inflamatória, dadas as funções reguladoras daquele 
metabolismo e propriedades antinflamatórias desta adipocina. Na verdade, o interferão 
induz também um aumento dos triglicéridos totais e redução de HDL, alterações 
típicas de resposta de fase aguda. Estas últimas alterações lipídicas são coerentes 
com o aumento sérico de mediadores inflamatórios provocados pelo interferão, 
incluindo o fibrinogénio, ferritina e neopterina. Este cenário de alterações bioquímicas 
basais e influências nelas induzidas pelo interferão, a juntar à estimulação que este 
provoca de um perfil pró inflamatório, sugere uma primeira linha de conclusões:  
Existirá na EM de surto-remissão uma disfunção lipoproteica basal que é 
influenciada mas não corrigida pelo interferão, presumivelmente em relação com a sua 
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restrição de actividade auto-imunitária. Para este efeito do medicamento (e 
possivelmente da sua secreção endógena) contribuirá uma estimulação de certas 
respostas inflamatórias. Estas estarão provavelmente deficientes nos doentes 
beneficiando do aporte desta citocina como terapêutica. Em síntese, os resultados 
suportam a hipótese de uma alteração do metabolismo lipoproteico implicando as 
partículas remanescentes poder contribuir para a disfunção imunitária da doença. 
Estas conclusões são suportadas pelos resultados investigando uma possível 
associação do perfil lipoproteico com o risco de produção de anticorpos neutralizantes 
do interferão β (NAbs). Se agruparmos os doentes de acordo com distintas 
reactividades imunitárias (produção ou não de NAbs), documentamos que esses 
grupos poderão ser diferentes no metabolismo lipoproteico e essas diferenças 
poderem associar-se às suas distintas respostas imunitárias. Estes resultados 
habilitam-nos a uma segunda linha de conclusões: 
- os doentes com EM de surto-remissão são heterogéneos no que respeita ao 
seu perfil lipoproteico. Diferenças no metabolismo lipoproteico associado à apoE 
poderão predispor a diferentes respostas imunitárias.  
- O interferão tem reduzidos efeitos na progressão das incapacidades 
associadas a um processo degenerativo, para o qual se atribui menor relevância dos 
mecanismos de autoimunidade mediada por linfócitos T, relativamente a mecanismos 
de activação da imunidade inata e humoral (células B). 
A ApoE é uma apolipoproteína abundante nas lipoproteínas remanescentes, 
tem propriedades imunossupressoras e tem sido consistentemente implicada no 
processo degenerativo da D. de Alzheimer. No nosso trabalho, observámos que esta 
apolipoproteína poderá estar implicada na doença a dois níveis. Por um lado, a 
isoforma E4 poderá conferir uma susceptibilidade para uma maior progressão das 
incapacidades, não para a frequência de surtos, presumivelmente favorecendo a 
actividade inflamatória associada ao processo neurodegenerativo. Por outro lado, a 
própria concentração da ApoE, independentemente dos seus fenótipos, poderá regular 
a reactividade imunitária humoral, com baixas concentrações favorecendo a produção 
de anticorpos (aqui documentada com anticorpos neutralizantes do interferão β,NAbs) 
surtos clínicos. 
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Contudo, uma observação da maior importância refere-se ao facto de estas 
implicações da ApoE poderem ser influenciadas pelo hábito tabágico. Por um lado, na 
restrita população portadora da isoforma E4 aquele poderá contrariar os efeitos 
deletérios deste alelo. Por outro lado, observámos que o hábito tabágico poderá 
conferir um risco acrescido para uma activação da imunidade humoral independente 
das concentrações de apoE. 
Neste contexto, será relevante invocar para além da apoE4, baixas concentrações 
plasmáticas de apoE foram associadas a risco para desenvolvimento da doença de 
Alzheimer. Estes resultados sugerem uma última linha de conclusões: Alterações do 
metabólismo lipoproteico associado à apoE poderão estar implicadas na disfunção 
inflamatória associada ao processo neurodegenerativo da EM. 
No seu conjunto, os resultados obtidos sugerem que uma mais apropriada 
compreensão das interacções do metabolismo lipoproteico com os processos 
imunitários poderá levar a novas abordagens terapêuticas e eventualmente 
preventivas da doença.  
CONCLUSÃO  
Os resultados apresentados e discutidos neste trabalho sugerem que o 
metabolismo lipoproteico plasmático poderá estar implicado na patogénese imunitária 
da EM a dois níveis. Por um lado, por alterações susceptíveis serem moduladas pelo 
interferão β e, por isso, presumivelmente associadas ao processo autoimunitário de 
lesão da barreira hematoencefálica e a surtos clínicos. Por outro lado, por alterações 
presumivelmente mais relacionados com a actividade imunitária humoral, a progressão 
das incapacidades e lesão neurodegenerativa e não (ou pouco) influenciadas pelo 
interferão β. Estas conclusões, em parte especulativas, levantam muitas interrogações 
constituindo uma base de trabalho para investigações futuras. 
Terão a ferritina, o fibrinogénio e outros marcadores inflamatórios induzidos 
pelo interferão β alguma relevância patogénica e de monitorização de uma resposta à 
medicação? Qual o papel da LDL oxidada? Terá esta só consequências lesivas ou 
será também um medidor anti-inflamatório e imunossupressor? Qual o significado das 
alterações lipídicas de fase aguda induzidas pelo interferão e, em que medida, estas 
se relacionam com o metabolismo das remanescentes?  
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Em que medida os resultados sobre a apoE e as adipocinas estão relacionadas 
com o metabolismo lipoproteico e das remanescentes, em particular, se este último é 
modulado pelo interferão β? As partículas remanescentes são heterogéneas e a apoE 
tem uma compartimentação diversa entre estas, a VLDL e a HDL, que é alterada por 
processos inflamatórios e dependente dos seus fenótipos. Para idêntica concentração 
total de apoE, a distribuição desta e o seu significado imunitário poderá diferir e poderá 
ser afectada pelo interferãoβ. Serão necessários estudos caracterizando melhor as 
partículas remanescentes (ricas e pobres em triglicéridos), a compartimentação da 
apoE entre estas e outras fracções lipoproteicas (como a apoE-HDL) e a sua relação 
com os fenótipos e regulação pelas adipocinas. Em que medida estes aspectos 
metabólicos se relacionam com o risco conferido pelo sistema HLA, pela deficiência 
em vitamina D e pelo hábito tabágico? Em que medida estes aspectos metabólicos se 
relacionam com o papel anti-inflamatório e, possivelmente, benéfico dos AGPI n-3, e 
das estatinas (que reduzem a LDL oxidada e colesterol-RPL)? 
Em que medida estes aspectos metabólicos se relacionam com a implicação 
dos PPARs nos mecanismos de acção do interferão β e possível beneficio de seus 
agonistas na doença? Em que medida as alterações documentadas a nível circulatório 
sistémico se relacionam com os processos inflamatório e degenerativo ocorrendo no 
sistema nervoso central? Estas são interrogações constituindo vias possíveis de 
investigação futura, que os resultados aqui apresentados poderão fundamentar. Elas 
terão importância não só para a compreensão desta doença e descoberta de novas 
medidas preventivas e terapêuticas para ela dirigidas. A sua elucidação invocará 
mecanismos básicos de interacção do metabolismo lipoproteico com os processos 
imunitários implicados em muitas e diversas patologia com grande impacto social e 
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